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cDNA DNA complementario 
 
DEGs Genes expresados diferencialmente 
 
DNA Ácido desoxirribonucleico 
 
EST Secuencias de etiquetas expresadas 
FAO Food and Agriculture Organization 
Fold change Cambio de expression 
FT Factores de transcripción 
 
GC Guanina y citosina 
 
GO Ontología génica 
 
LTP Proteínas de transferencia de lípidos 
 
Microarrays  Microarreglos 
mRNA RNA mensajero 
NGS Secuenciamiento de Nueva Generación 
 
PCR Reacción en cadena de la polimerasa 
 
PGSC Consorcio de secuenciamiento del genoma de papa 
 
Phred score Valor de calidad de secuencias 
 
Reads Secuencias obtenidas del secuenciamiento de tipo Illumina 
 
RNA Ácido ribonucleico 
 
RNA-seq Secuenciamiento de ARN 
 
ROS Especies reactivas de oxígeno 
 
RPKM Lecturas por kilobase de exón por millón de fragmentos mapeados 
 
SBS Secuenciamiento por síntesis 
 
YM Yana Manwa, variedad tolerante de Solanum tuberosum subsp. 
andigena 
 









La helada se caracteriza por el descenso de la temperatura del aire bajo los cero 
grados Celsius, es uno de los problemas más severos para la agricultura andina, 
siendo las regiones más afectadas del Perú, aquellas ubicadas entre los 2 500 y 3 
500  metros sobre el  nivel del  mar  (m.s.n.m.).  Estudios a  nivel  morfológico  y 
fisiológico indican que las papas nativas constituyen importantes fuentes de genes 
relacionados con la tolerancia a heladas. Sin embargo, aún son desconocidos los 
mecanismos moleculares de tolerancia en estas papas. 
 
La tecnología de secuenciación de RNA (RNA-seq) es una excelente herramienta 
para identificar cambios en el perfil de expresión de los genes. En este estudio, 
utilizando RNA-seq, realizamos un análisis comparativo del transcriptoma de dos 
variedades de Solanum tuberosum subsp. andigena con respuesta contrastante al 
estrés  de  helada.  Se  alinearon  más  de  199  millones  de  lecturas  usando  el 
genoma de referencia Solanum tuberosum Group Phureja, que correspondió al 
82.3% de las lecturas totales obtenidas tras el secuenciamiento. 
 
 
Se identificaron 279 y 160 genes expresados diferencialmente en Yana Manwa 
(YM,  variedad  tolerante  al  estrés  por  helada)  y Yuraq  Gaspar  (YG,  variedad 
susceptible), respectivamente. En general, los genes expresados diferencialmente 
enriquecidos (DEGs) estuvieron implicados en la estructura de la pared celular, 
metabolismo de carbohidratos, enzimas con actividad antioxidante. Además, 
identificamos DEGs asociados a diferentes factores de transcripción. 
 
Estos resultados proporcionan nuevos conocimientos sobre los sistemas de 
regulación de la tolerancia a la congelación de la papa y proporcionan recursos 
genéticos para estudios posteriores. 
 














Frost is the decrease air temperature below zero degrees Celsius. It is of the most 
severe problems to Andean´s agriculture being the most affected regions of Peru, 
those located between 2,500 and 3,500 meters above sea level (m.a.s.l). Studies 
at  the  morphological  and  physiological  level  show  that  native  potatoes  are 
important sources of genes related to freezing tolerance. Nevertheless, the 
molecular mechanisms of tolerance in these potatoes are still unknown. 
 
RNA  sequencing  (RNA-seq)  is  an  excellent  tool  to  identify  genes  expression 
profile changes. In this study, using RNA-seq, we performed a comparative 
transcriptome analysis of two potatoes varieties of Solanum tuberosum subsp. 
andigena with opposite response to freezing. Over 199 million reads were aligned 
to the potato reference genome (Solanum tuberosum Group Phureja), which 
corresponded to 82.3% of the total reads obtained after sequencing. 
 
279 and 160 differentially expressed genes (DEGs) were identified in YM (tolerant 
potato) and YG (susceptible potato), respectively. Most enriched DEGs 
(differentially expressed genes) were involved in the cell wall structure, 
carbohydrate metabolism, antioxidant enzymes. Furthermore, we identified DEGs 
associated with different transcription factors. 
 
These results provide new insights into potato freezing tolerance regulation 














La helada es uno de los principales factores abióticos más dañinos para la 
agricultura en los Andes, llegando a causar hasta pérdida total de la producción 
de un cultivo (Torres & Cubas, 2007). 
 
 
Las bajas temperaturas afectan la productividad agrícola de las comunidades 
(Alarcón & Trebejo, 2010). Fairlie & Ortega (1995), reportaron que la ocurrencia 
de helada entre los estadios de emergencia y formación de estolones, provocaron 
reducción del rendimiento en 30% y 50%, y mayor del 50% de suceder en la 
etapa de floración. 
 
 
La papa es conocida por tener la mayor diversidad genética de todas las plantas 
cultivadas (Roca et al., 2003). Sin embargo, la mayoría de las variedades de papa 
cultivadas son sensibles a temperaturas inferiores a -3 °C, observándose daños a 





Existen estudios a nivel morfológico y fisiológico que indican a las papas nativas 
como fuentes de tolerancia genética al estrés por helada, constituyendo un 
reservorio genético potencialmente útil para futuros programas de mejoramiento 
del cultivo de papa (Ochoa, 2001). Por otro lado, dentro de la región andina, se ha 
identificado variedades tolerantes de Solanum tuberosum subsp. andigena a 




La  tolerancia  al  estrés  por  helada  en  término  genético  es  definida  como  un 
caracter complejo cuantitativo controlado por muchos genes, aún completamente 
desconocidos (Stone et al., 1993). Rensink et al. (2005b) identificaron a través de 
la tecnología de microarreglos (microarrays) la expresión de 2 000 genes en 
respuesta al estrés por frío, de los cuales varios genes fueron compartidos con la 
8  
respuesta al estrés salino y a altas temperaturas. No obstante, esta tecnología 





En los últimos años, el desarrollo de nuevas tecnologías de secuenciamiento de 
alto rendimiento como el secuenciamiento de RNA (RNA-seq), llegó a superar las 
limitaciones de los microarray, permitiendo la identificación y cuantificación de 
transcritos de baja expresión con mayor sensibilidad (Lister et al., 2009). 
 
 
En la actualidad, existen diversos estudios transcriptómicos de la respuesta al 
estrés por helada en cultivos de Arabidopsis thaliana, Oryza sativa, Triticum 
aestivum, Brassica juncea y Lillium lancifolium (Ren et al., 2012; Nakaminami et 
al., 2014; Yang et al., 2014; Gulick et al., 2005; Sinha et al. 2015, Wang et al., 
2014). Sin embargo, hasta la fecha, no se han reportado trabajos sobre Solanum 
tuberosum subesp. andígena. 
 
 
En   este   sentido,   el   presente   trabajo   tuvo   por   objetivo   identificar   genes 
involucrados en la tolerancia al estrés por helada, a través del análisis y 
comparación del transcriptoma por RNA-seq de dos variedades de papas nativas 











Es el tercer cultivo más consumido en el mundo y, el primer cultivo no cereal más 
importante debido a su alto valor nutricional, adaptabilidad a diferentes climas y 
sistemas de cultivo (Pino et al., 2007; Devaux et al., 2010), con una producción 
mundial estimada por encima de los 350 millones de toneladas (FAO, 2008). 
 
 
La papa es una planta herbácea del género Solanum. Triveño et al. (2011) 
indicaron que, en el Perú, la papa es cultivada en la mayoría de los pisos 
ecológicos (con altitudes de hasta 4000 m.s.n.m.), siendo las principales zonas de 
producción: Áncash, Andahuaylas, Ayacucho, Cajamarca, Cusco, Huancavelica, 
Huánuco, Junín y Puno (MINAGRI, 2017). Además, la producción del cultivo de 




















Figura 1: Producción de Papa entre los años 2004 a 2013 (expresado en miles de 
toneladas). 




Si bien la papa cultivada internacionalmente pertenece a una única especie 
botánica: Solanum tuberosum, existen miles de variedades con diferencias de 
tamaño,  color,  forma,  textura  y  cualidades  (FAOSTAT,  2008).  En  el  2002, 
Huamán & Spooner, reconocieron a todas las papas cultivadas como una sola 
10 
 
especie Solanum tuberosum, con ocho grupos: Ajanhuiri, Andigenum, Chaucha, 
Chilotanum, Curtilobum, Juzepczukii, Phureja y Stenotomum. La subespecie 
andigena es una de las subespecies más cultivadas en los Andes (Huamán, 1986; 





a.  Estrés 
 
El término estrés ha sido definido de diferentes maneras. Levitt (1980) indicó que 
la definición de estrés hace referencia a un elemento del ambiente perjudicial para 
el ser vivo. Lichtenthaler (1996) definió al estrés en planta como condición 
desfavorable que afecta o bloquea el metabolismo, crecimiento o desarrollo de la 
planta. 
 
El estrés en las plantas se puede dividir en dos grandes grupos: a) bióticos, 
ocasionados por organismos vivos como patógenos, hongos, bacterias, virus y 
nemátodos y b) abióticos, como el calor, la sequía, la salinidad y bajas 
temperaturas (Bahmani & Maali-Amiri, 2015). 
 
b.  Estrés por congelamiento o helada 
 
 
Las plantas se desarrollan óptimamente dentro de un rango de temperatura. Por 
lo tanto, las temperaturas fuera de  este rango inducen situaciones de  estrés 
(Yadav, 2010). El estrés por bajas temperaturas es un problema de gran 
importancia y con un fuerte impacto negativo sobre la agricultura en los Andes 
(Frère et al., 1975; Rihan et al., 2017). 
 
Existen dos tipos de estrés ocasionados por las bajas temperaturas (Sharma et 
al., 2005): 
 
- Estrés por frío (Chilling stress): estrés causado por temperaturas 
comprendidas entre 0 °C y 15 °C 
 
- Estrés por congelamiento o helada (Freezing stress): estrés causado por 
temperaturas debajo de 0 °C 
 
El  término  “helada”  tiene  diferentes  acepciones.  Desde  el  punto  de  vista 
 
meteorológico,  la  helada  se  produce  cuando  la  temperatura  del  ambiente 
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desciende por debajo de 0 °C. Desde el enfoque agrometeorológico, la helada se 
define como un descenso de la temperatura a niveles críticos para los cultivos, 
llegando  a  producir  la  muerte  de  los  mismos.  Existen  otros  criterios  de 
clasificación para las heladas, como época de ocurrencia, origen climatológico, 
entre otros (Alarcón & Trebejo, 2010). 
 
Como se mencionó anteriormente, desde el punto de vista agrometeorológico, la 
helada es una de las condiciones más dañinas para los cultivos (Barrientos et al., 
1994; Chen & Li, 1980; Vega & Bamberg, 1995; Gutiérrez, 2008), que dependerá 
no sólo de la intensidad del estrés, sino también de la duración y fase fenológica 
en la que se encuentre el cultivo (Alarcón & Trebejo, 2010). Generalmente la 
ocurrencia de eventos de helada es registrada en horas de la madrugada con una 
duración entre 1 a 2 horas (SENAMHI, 2010). 
 
En el Perú, se ha identificado que las zonas más susceptibles a las bajas 
temperaturas se concentran principalmente en la zona Sierra (Figura 2) 
(CENEPRED, 2016), coincidiendo lamentablemente con la mayoría de las 


























Figura 2. Mapa de zonas susceptibles a las bajas temperaturas según la 
intensidad   de   colores.   Zonas   rojas:   altamente   susceptibles.   Zonas 
amarillas: medianamente susceptibles. Zonas verdes: mínimamente 




c.  Efecto de las bajas temperaturas en las plantas 
 
La exposición a estrés por helada produce efectos más severos en las células, 
que el estrés por frío, ya que el congelamiento desencadena la formación de 




La formación de hielo se inicia en los espacios intercelulares, debido a que el 
fluido extracelular tiene el punto de congelación más alto (menor concentración de 
solutos) que el fluido intracelular. Debido a que el potencial químico del hielo es 
menor que el del agua líquida, la formación del hielo extracelular resulta en la 
reducción del potencial hídrico fuera de la célula. Por lo tanto, tras ocurrir el 
movimiento del agua no congelada desde el interior hacia los espacios 
intercelulares, se inducirá a la deshidratación, la cual conllevará a la inactivación 
de enzimas responsables de procesos vitales, así como a la desnaturalización de 





La membrana celular es una bicapa lipídica que regula la entrada y salida de 
muchas sustancias entre el citoplasma y el medio extracelular y es la primera 
estructura afectada por la helada (Steponkus, 1984). Según Lynch & Steponkus 
(1978), durante el congelamiento, el flujo de agua de las células provoca 
contracción de las paredes celulares y de la membrana y, durante el deshielo, se 
produce la expansión de las mismas, siendo estas dos fuerzas las que causan la 
lisis del protoplasto y como consecuencia, pérdida de la integridad y colapso de la 
célula, traducido en la deshidratación celular. 
 
 
La helada provoca una transición de fases en la membrana, induciendo a la 
rigidificación, disminución de la permeabilidad y fluidez (Sharma et al., 2005; Shi 
et al., 2015). La insaturación de los lípidos es considerada como uno de los 
puntos críticos en los mecanismos de tolerancia al estrés por frío (Nishida  & 
Murata, 1996). La importancia de los ácidos grasos insaturados ha sido 
demostrada  en  mutantes  de  Arabidopsis  (fad2,  fad5  y  fad6),  los  cuales 
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presentaron bajas concentraciones de estos ácidos y, por ende, susceptibilidad a 
las bajas temperaturas (Hughly & Somerville, 1992; Miquel et al., 1993). Vogg et 
al. (1998), reportaron que, al aumentar el contenido de ácidos grasos insaturados 
de las membranas, incrementó la fluidez de la misma. 
 
 
Además de la deshidratación celular, existen otros factores que contribuyen al 
daño celular durante el congelamiento, como la desnaturalización de proteínas y 
producción  de  radicales  libres  (Guy  et  al.,  1998).  Las  principales  especies 
reactivas de oxígeno (Reactives Oxygen Species, ROS) son el superóxido y 
peróxido de hidrógeno. Las ROS desempeñan un papel significante en la 
peroxidación lipídica (Zheng & Yang, 1991; Delong, 1998), hidrólisis de 
polisacáridos (Monk et al., 1989) y degradación de ácidos nucleicos (Becana et 
al., 1998) y proteínas (Iturbe-Ormaetxe et al., 1998). La formación del superóxido 
y peróxido de hidrógeno en los tejidos expuestos a la baja temperatura puede 
causar la peroxidación de los lípidos de la membrana, afectando su integridad y 





Los  cloroplastos  son  organelas  sensibles  a  las  bajas  temperaturas  (Nilsen  & 
Orcutt 1996). La exposición a estas temperaturas promueve el cierre estomático 
con el fin de prevenir pérdidas de agua por transpiración, la fotoinactivación del 
fotosistema II (photosystem, PS II), y la reducción de la tasa fotosintética. 
Seppänen y Coleman, (2003) mostraron que la fotosíntesis de una variedad 
tolerante al congelamiento se redujo transitoriamente durante el evento de 
congelación mientras que en S. tuberosum, la reducción se incrementó, 
provocando daños irreversibles, como la muerte. 
 
 
La medida de la fluorescencia clorofílica sirve como indicador del rendimiento del 
fotosistema  II  y  ha  sido  útil,  por  ejemplo,  para  la  identificación  de  plantas 
tolerantes al estrés salino (Percival & Fraser, 2001). 
 
 
Espinoza (2017) evaluó el daño fotosintético a través de la medición de la 
fluorescencia  utilizando  un  analizador  de  gases  CI-340  (Bio-Science,  Inc.), 
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exponiendo plantas de papa a 3 temperaturas: temperatura no congelante (4 °C) y 
temperaturas congelantes (0 °C y -4 °C) y, reportó daño fotosintético (incremento 
de la fluorescencia) en la variedad susceptible (Solanum stenotomum) tras la 
exposición a temperaturas congelantes (0 °C y -4 °C) a diferencia de la variedad 
tolerante (Solanum goniocalyx), la cual no evidenció daño fotosintético 
(fluorescencia constante) tras la exposición a ninguna de las temperaturas 
evaluadas, concluyendo que las temperaturas congelantes ejercerían daño sobre 
el aparato fotosintético. 
 
 
Entre otros cambios inducidos por el estrés de bajas temperaturas, se deben 
mencionar la acumulación de proteínas hidrofílicas y azúcares, inducción de 
proteínas chaperonas y sistemas de secuestro de ROS (Sakai & Larcher, 1987; 





Las plantas tienen dos estrategias principales para superar el estrés por helada: 
evitación o tolerancia. La evitación del congelamiento consiste en minimizar la 
presencia del estrés, el cual se logra por el sobreenfriamiento. En este caso, los 
líquidos pueden enfriarse por debajo de su temperatura de congelación, sin llegar 
a formar los cristales de hielo debido a la participación de las proteínas 
nucleadoras (Palva & Heino, 1997; Levitt, 1980). La tolerancia es la capacidad 
natural de resistir las alteraciones que ocasiona el estrés por helada a través de 
mecanismos internos. Cabe mencionar que la tolerancia al estrés puede 
incrementar si las plantas son expuestas a previos períodos de enfriamiento, 
conocidos como períodos de aclimatación. Sin embargo, no todos los cultivos 
pueden aclimatarse, entre ellos: la papa. 
 
 
2.3Secuenciamiento de RNA (RNA-Seq) 
 
a.  Transcriptoma 
 
El transcriptoma es el conjunto completo de transcritos en una célula, para un 
estadío específico de desarrollo o condición fisiológica (Wang et al., 2009) 
constituido por 1) RNA codificante: RNA mensajero (mRNA) y 2) RNA no 
codificante: RNA transportador (tRNA), RNA ribosomal (rRNA), RNA estructural 
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entre otros. El mRNA es la molécula intermediaria en la conversión de las 
secuencias de DNA en proteínas funcionales. 
 
b.  RNA-Seq 
 
En las últimas décadas se ha incrementado el uso de enfoques transcriptómicos 
para el estudio de los principales mecanismos moleculares relacionados a 
tolerancia de estrés biótico y abiótico en diversas plantas. Las tecnologías de 
secuencias por etiquetas expresadas (Expressed Sequence Tags, EST) y los 
microarrays, fueron los primeros enfoques de alto rendimiento (Wolf, 2013). 
 
 
El enfoque de EST se basa en la obtención de secuencias parciales a partir de 
una biblioteca de cDNA (colección de cDNA clonados), los cuales servirán como 
identificadores cortos de genes. Por otro lado, el microarray se basa en la 
hibridación de un único cDNA con sondas marcadas y es usada para medir la 
abundancia relativa de los transcriptos. Sin embargo, estas plataformas presentan 
limitaciones. La tecnología de EST presenta baja cobertura, limitando la detección 
de transcriptos de baja expresión, además de una alta tasa de error y alto costo 
(Wang et al., 2013). Por otro lado, los microarrays dependen del conocimiento 
previo de las secuencias genómicas, tienen un alto costo por experimento, 
precisan de un gran número de sondas para aumentar su cobertura, además de 
su baja especificidad para la identificación de los transcriptos de baja abundancia 
(Jaksik et al., 2015; Valdés et al., 2013). 
 
 
En los últimos años ha emergido un poderoso enfoque llamado secuenciamiento 
de RNA (RNA-Seq) superando las limitaciones de las tecnologías descritas 
anteriormente. El RNA-seq es una tecnología de secuenciación de nueva 
generación (Next Generation Sequencing, NGS) que se fundamenta en el 
secuenciamiento del cDNA. 
 
 
La metodología del RNA-seq puede ser resumida de la siguiente manera: los 
fragmentos de RNA son convertidos en cDNA y, en seguida, son ligados a 
adaptadores en un extremo (single-end) o en ambos extremos de los fragmentos 
(paired-end). Cada molécula de cDNA es amplificada para ser luego secuenciada. 
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El tamaño de las secuencias generadas puede ser de 30 a 400 pares de bases, 
dependiendo de la plataforma de secuenciamiento utilizada (Wolf, 2013). 
 
 
Las tecnologías NGS han evolucionado rápidamente, permitiendo el 
secuenciamiento  de  un  gran  número  de  genomas   a  través  de  diversas 
plataformas de tecnologías de secuenciación, las cuales difieren principalmente 
en la sensibilidad  y el volumen  de  los datos  generados,  en  los sistemas  de 
detección química y costos (Ambardar et al., 2016). 
 
 
La primera tecnología de secuenciamiento fue desarrollada por la empresa 454 
 
Life Science y luego absorbida por Roche denominada Secuenciamiento 454, 
tecnología basada en el pirosecuenciamiento. Esta tecnología se basa en la 
detección del pirofosfato liberado cada vez que se incorpora un nucleótido, 
provocando una reacción enzimática que emite luz, permitiendo así la detección 
de secuencias. Sin embargo, el uso de esta tecnología ha disminuido debido a su 
alto costo y baja cobertura (Jazayeri et al., 2015). 
 
A inicios del 2007, Illumina puso a disposición su nueva tecnología de 
secuenciamiento basada en el secuenciamiento por síntesis (Sequencing by 
Synthesis, SBS), implementada en las plataformas de secuenciamiento de alto 
secuenciamiento (High Sequencing,  HiSeq) (Wang et al.,  2009).  Este tipo de 
secuenciamiento  consiste  en  la  amplificación  a  través  de  una  Reacción  en 
Cadena de la Polimerasa (Polymerase Chain Reaction, PCR) puente y utiliza el 
marcaje por fluorescencia de nucleótidos modificados como terminadores 
reversibles. Actualmente, es la plataforma más utilizada, debido a que se puede 
obtener un gran volumen de datos, con bajas tasas de error (Quail et al., 2012) y 
a un menor costo por base (Johnson et al., 2007; Varshney et al., 2009). 
 
Después del secuenciamiento, los millones de lecturas (reads) generadas deben 
ser ensambladas. Existen dos enfoques para realizar este ensamblaje (Wang et 
al., 2009): 
17  
-   Ensamblaje de novo: el ensamblaje no se apoya en ninguna información de 
secuencia previa. Generalmente se utiliza el secuenciamiento Sanger, con 
el fin de obtener reads más largos. 
-   Ensamblaje con genoma de referencia: el ensamblaje se realiza sobre un 
genoma de referencia 
 
 
Ante  el  gran  volumen  de  datos  genómicos,  se  ha  visto  necesario  diseñar  y 
adaptar herramientas informáticas para analizar este tipo de datos, muchas de 
ellas de uso libre. Actualmente, ha incrementado el uso de herramientas 
bioinformáticas diseñadas para ser trabajadas en sistemas operativos basados en 
el entorno GNU/LINUX. Uno de estos sistemas operativos es Ubuntu, el cual 
presenta una interfaz de fácil acceso y manejo de los datos a través del uso de 
comandos, los cuales son interpretados, ejecutados y visualizados en la misma 
ventana de ejecución. 
 
El RNA-seq se ha convertido en una herramienta de alta sensibilidad y costo- 
efectiva para analizar y entender el perfil cuantitativo del transcriptoma (Pinto et 
al., 2011). Dentro de las principales ventajas del RNA-seq se puede mencionar: 
amplia  cobertura,  elevada  sensibilidad  para  la  identificación  y  cuantificación 
precisa de transcritos, incluyendo los de baja expresión y no sólo aquellos 
depositados, por ejemplo, en un microarreglo (Chen et al., 2007). Cuando se 
cuenta con un genoma de referencia, permite la identificación de empalme 
alternativo (splicing alternativo). Sin embargo, también permite analizar especies 
prescindiendo de un genoma de referencia (Pinto et al., 2011). 
 
Hasta el momento se han realizado pocos estudios de la respuesta del 
transcriptoma ante el estrés inducido por helada (temperaturas congelantes) 
utilizando RNA-seq, como los reportados en Jatropha curcas L. (Wang et al., 
2013), Brassica napus (Xu et al., 2015), Camellia sinensis (Zheng et al., 2015), 
Solanum tuberosum Group Phureja (Massa et al., 2013) y Solanum tuberosum 
(Espinoza, 2017). 
 
c.  Análisis de la expresión diferencial de genes en papa en respuesta 
al estrés por frío 
18  
Rensink et al. (2005a) emplearon ESTs a partir de bibliotecas de cDNA de papa 
expuestas a estrés salino, calor, frío y sequía, y revelaron la expresión de 1476 
secuencias expresadas exclusivamente para estrés abiótico. Además, Rensink et 
al. (2005b) utilizaron microarrays de cDNA para estimar la expresión en plántulas 
crecidas bajo estrés de frío, calor o salino. En este estudio se reveló que los 
genes codificadores de factores de transcripción y factores de transducción 
implicados en la respuesta al estrés en papa fueron similares a los detectados en 
Arabidopsis y Oryza sativa,  sugiriéndose la existencia  de vías de respuestas 
similares entre las plantas. 
 
Espinoza (2017) analizó el transcriptoma de una especie de papa nativa tolerante 
(Solanum goniocalyx) y una susceptible (Solanum stenotomum) seleccionadas 
por su respuesta contrastante al estrés por helada (-4 °C) con una previa 
aclimatación a una temperatura no congelante (4 °C), reportando como genes 
candidatos de tolerancia a helada, a los genes encargados de la percepción de la 
señal de estrés (fosfolipasa C, proteína de respuesta osmótica, β-glucosidasa), 
factores de transcripción (de la familia MYB, WRKY y de unión CRT 2 y 3) los 
cuales regulan la expresión de los genes COR (proteínas anticongelantes, LEA y 
desaturasas, etc.). 
 
Como primer resultado de este trabajo, el año pasado reportamos la existencia de 
expresión diferencial génica tras el estrés por helada entre las dos variedades de 
Solanum tuberosum subsp. andigena (Martinez et al., 2018). 
 
Aunque se han identificado genes y vías relacionadas con la respuesta al estrés 
por helada, el presente estudio tiene por finalidad caracterizar el transcriptoma 










Existen diferencias en los niveles de expresión génica entre dos variedades de 
Solanum tuberosum subsp. andigena, Yana Manwa (variedad tolerante) y Yuraq 










Caracterizar el transcriptoma foliar  en dos variedades de Solanum tuberosum 
subsp. andigena, Yana Manwa (variedad tolerante) y Yuraq Gaspar (variedad 





●   Obtener  y  ensamblar  el  transcriptoma  de  dos  variedades  de  Solanum 
tuberosum subsp. andigena, Yana Manwa (variedad tolerante) y Yuraq Gaspar 
(variedad susceptible), tras la exposición al estrés por helada. 
● Cuantificar  y  evaluar  la  expresión  génica  de  dos  variedades  de  Solanum 
 
tuberosum subsp. andigena, Yana Manwa (variedad tolerante) y Yuraq Gaspar 
 
(variedad susceptible), tras la exposición al estrés por helada. 
 
●   Comparar   e   identificar   genes   diferencialmente   expresados   entre   dos 
variedades de Solanum tuberosum subsp. andigena, Yana Manwa (variedad 
tolerante) y Yuraq Gaspar (variedad susceptible), tras la exposición al estrés 
por helada. 
●   Identificar genes candidatos asociados con la tolerancia al estrés por helada 
en dos variedades de Solanum tuberosum subsp. andigena, Yana Manwa 
(variedad tolerante) y Yuraq Gaspar (variedad susceptible), 
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V. MATERIAL Y MÉTODOS 
 
 
Morales (2017) estandarizó y seleccionó la temperatura y el tiempo de muestreo 
basada en los resultados obtenidos por Espinoza (2017) con respecto al daño del 
aparato  fotosintético  a  temperaturas  congelantes  y  en  los  reportes  de  la 
frecuencia de helada en Perú (SENAMHI, 2010). Morales (2017) evaluó los 
siguientes parámetros fisiológicos: tasa fotosintética, tasa de transpiración y 
conductancia estomática, y reportó diferencias significativas de la respuesta 
fisiológica entre las dos variedades de Solanum tuberosum subsp. andigena bajo 
la condición de estrés seleccionada (- 8 °C por 1 hora). 
 
5.1 Material biológico 
 
Dos variedades de papas nativas de Huancavelica fueron seleccionadas: Yana 
Manwa (Solanum tuberosum subsp. andigena), como variedad tolerante a helada 
y   Yuraq   Gaspar   (Solanum   tuberosum   subsp.   andigena),   como   variedad 
susceptible a helada. 
 
A continuación, se describen  las principales  características  de las variedades 
utilizadas (Tabla 1): 
 
Tabla 1. Características de las variedades de S. tuberosum subsp. andigena 
 
 Tolerante Susceptible 
Género Solanum Solanum 






Nombre común Yana Manwa (YM) Yuraq Gaspar (YG) 




3 800 – 4 200 m.s.n.m. 
 








Color del tallo 








Se realizó la propagación de las plántulas de papa a través de esquejes de tallos 
laterales, las cuales fueron regadas hasta su enraizamiento. Posteriormente, las 
plántulas fueron trasplantadas en 12 macetas con sustrato especial (Martinez, 
2018) durante 3 meses bajo las condiciones descritas por Seppänen y Coleman 
 





























Figura 3. Plántulas de las variedades de S. tuberosum subsp. andigena. Variedad 
tolerante (lado derecho) y Variedad susceptible (lado izquierdo). 
 
5.2 Localización geográfica 
 
Las plantas fueron propagadas a partir de tubérculos, en los invernaderos de la 
Universidad  para  el  Desarrollo  Andino  (UDEA-Huancavelica)  ubicados  en  el 
distrito de Lircay, región de Huancavelica (12°59ƍ22Ǝ LS, 74°43ƍ14Ǝ LO) a una 
altura de 3 278 m.s.n.m., con temperaturas oscilando entre 2 °C y 18 °C. 
 
5.3 Diseño experimental 
 
Finalmente, se llevó a cabo la colecta de hojas considerando 2 tiempos de 
muestreo: Tiempo Control (antes del estrés, T0) y Tiempo Estrés (después del 
estrés a -8 °C por una hora, T1), con 3 repeticiones (R1, R2 y R3) para cada 
tiempo. Cada unidad experimental fue representada por una planta, 
obteniéndose en total 12 muestras: 2 variedades, colectadas en 2 tiempos con 3 
repeticiones (Tabla 2) 
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Tabla 2. Códigos de las muestras colectadas de S. tuberosum subsp. andigena 
 























































5.4 Inducción del estrés 
 
Finalmente, luego de 12 semanas de desarrollo, las plantas fueron sometidas a 
estrés por temperatura, el cual consistió en la simulación de congelación a -8 °C 
por una hora del material biológico usando una cámara de temperatura 
controlada   (INDUMELAB,   Modelo   OPCa-D-120)   ubicada   en   UDEA.   Las 
muestras colectadas fueron conservadas en nitrógeno líquido hasta su uso, en 




5.5 Extracción de RNA 
 
Para la extracción del RNA se utilizó el TRIzol Reagent (InvitrogenTM, Life 
Technologies) según las indicaciones del proveedor (Anexo 1). TRIzol Reagent es 
un reactivo listo para usar, utilizado para el aislamiento de RNA a partir de células 
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y tejidos, el cual mantiene la integridad del RNA durante la homogeneización de 
los tejidos, y al mismo tiempo rompe las células y componentes celulares del 
tejido vegetal. El RNA se aisló a partir de 1 - 2 g de hojas por muestra, 
aproximadamente.  Luego,  las  muestras  fueron  tratadas  con  el  kit  DNase 
(Ambion®, DNA-free) para eliminar los restos de DNA genómico (Río et al., 2010). 
 
 
Se utilizó la relación de absorbancias A260/A280 para evaluar el grado de pureza 
del RNA extraído. La concentración del RNA fue evaluada  en un 
espectrofotómetro Eppendorf® y la integridad del RNA obtenido por medio de 
geles de agarosa al 2% (90V por 45 min aproximadamente). 
 
 
Finalmente, se diluyeron las muestras en alícuotas de 50 ng de RNA total en un 
volumen de 50 µL de agua libre de RNAse (Diethyl pyrocarbonate, DEPC), listas 
para enviar al servicio de secuenciamiento. 
 
 
5.6 Secuenciamiento de RNA 
 
La construcción y el secuenciamiento de las bibliotecas se realizaron en el 
laboratorio Microarray Clinical Core de la Universidad de California, Los Angeles 
(UCLA). La construcción de cada una de las bibliotecas (conversión del RNA total 
en bibliotecas de cDNA) se realizó con el kit KAPA  Stranded mRNASeq. En 
primer paso se mezcló el RNA total eluído en 50 µL de agua libre de nucleasas 
(nuclease free water, NFW) con perlas magnéticas y el buffer de unión a las 
perlas magnéticas (beads). Luego, la solución se sometió a desnaturalización en 
altas temperaturas, permitiendo la unión de las perlas magnéticas, ligadas a 
moléculas  poli-T,  con  la  cola  poli-A  del  mRNA  (característica  exclusiva  del 
mRNA). De esta manera, todo el sobrenadante se removió y las moléculas del 
RNAr y demás contaminantes fueron descartadas, quedando sólo el mRNA. 
Finalmente, se realizó un lavado con el buffer de lavado para la separación del 
mRNA de los beads. 
 
 
Después de la purificación, el mRNA se cortó en pequeños fragmentos, por medio 
de cationes divalentes de magnesio a temperarura elevada (95 °C). 
Posteriormente, se realizó la conversión de la primera hebra de cDNA usando 
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transcriptasa reversa y cebadores al azar (random primers), contenidos en el 
buffer de síntesis de cDNA. En seguida se realizó la síntesis de la segunda hebra, 
a través de la conversión del cDNA:RNA a una doble cadena cDNA (double 
strand cDNA, dscDNA) con la mezcla de enzimas para síntesis de la segunda 
cadena de cDNA y el marcaje, se realizó   incorporando desoxiuridina trifosfato 
(deoxyuridine triphosphate, dUTP) a la segunda cadena de cDNA. 
 
 
Con el fin de obtener una eficiente ligación de los adaptadores, los fragmentos de 
cDNA se sometieron a un proceso de reparación en las extremidades 5’ y 3’. Por 
otro lado, para evitar o reducir la formación de quimeras generadas por la unión 
de los fragmentos de cDNA, se realizó una rápida adenilación de los extremos 3’ 
de  los  fragmentos  de  cDNA  de  doble  cadena  (dscDNA).  Posteriormente,  se 
realizó la ligación de los adaptadores, los cuales poseen una timina en el extremo 
3’, complementaria a una adenina del fragmento molde, que están fijos en una 
 




Finalmente, para la construcción de la biblioteca de cDNA, los productos fueron 
purificados y enriquecidos a través de la amplificación por PCR en puente (bridge 
PCR). Los moldes ligados a los adaptadores de los fragmentos de cDNA actuaron 
como iniciadores originando puentes que favorecieron la amplificación en 
presencia de nucleótidos no marcados y de la enzima polimerasa. Los amplicones 
quedaron  adheridos  y,  después  de  la  desnaturalización,  formaron  un  nuevo 
puente permitiendo la amplificación, proceso que se repitió sucesivamente, 
generando millones de grupos de un determinado fragmento. 
 
 
Un flow cell conteniendo los grupos de fragmentos formados se colocaron en el 
secuenciador HiSeq3000, donde se produjo una nueva desnaturalización para dar 
inicio a ciclos automatizados de extensión. Los nucleótidos marcados con 
fluoróforos reversibles son introducidos en la reacción, estos nucleótidos tienen 
propiedades de terminación, lo que permite parar la síntesis de DNA cuando la 
DNA polimerasa integra el correspondiente nucleótido en la cadena naciente. Una 
vez integrado  el  nucleótido,  el  láser  activa  los  fluoróforos,  emitiendo  una  luz 
diferencial según el tipo de nucleótido incorporado. Una vez terminado el proceso, 
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los nucleótidos no integrados son retirados y se remueve enzimáticamente el 
terminador para que un nuevo ciclo permita la incorporación del siguiente 
nucleótido (Murata, 2013). 
 
 
Se realizo el secuenciamiento usando la plataforma Illumina HiSeq 3000 del tipo 
single-end, utilizando un modo de lectura de 50 pb. El secuenciador HiSeq3000 
(Illumina) adopta la tecnología de secuenciamiento por SBS. Esta tecnología 
permite realizar el secuenciamiento paralelo en masa, de millones de fragmentos 
utilizando  un  método  basado  en  un  terminador  reversible  que  detecta  bases 
únicas cuando son incorporados en las cadenas de DNA en crecimiento. 
 
 
5.7 Análisis bioinformático 
 
Para el análisis bioinformático se utilizó el protocolo establecido para una data 
obtenida del secuenciamiento en una plataforma Illumina con genoma de 
referencia (Trapnell et al., 2012). Este análisis fue realizado bajo el sistema 
operativo LINUX (UBUNTU versión 14.04). 
 
 
a.  Control de calidad de secuencias 
 
Los  reads  en  crudo,  obtenidos  del  secuenciamiento,  fueron  analizados  y 
evaluados cualitativamente (calidad de cada base nucleotídica, tamaño de las 




Se verificó el valor de calidad (Phred score, Q) siendo Q=-10Log10(P), donde P es 
la probabilidad de que la base sea errónea. Por ejemplo, un Phred score=10, 
indicaría una probabilidad de identificación incorrecta de 1 en 10 bases (exactitud 
del 90%) y, un Phred score=30 indicaría una probabilidad en la identificación 
incorrecta de 1 en 1000 bases (exactitud del 99.9%) (Ewing & Green, 1998). 
 
 
Además, con este software se evaluaron otros parámetros como longitud de las 
secuencias, porcentaje de contenido de Guanina+Citosina (%GC) de cada base, 
secuencias duplicadas, secuencias sobreexpresadas entre otros. 
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Para la visualización de la calidad de las secuencias de cada una de las 
bibliotecas, se utilizó el siguiente comando: 




Tras la evaluación de calidad de cada una de las bibliotecas, se optó por la 
remoción y/o recorte de los adaptadores del secuenciamiento y bases de baja 
calidad con el programa FastX (http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/), a través 
de los siguientes comandos: 
 
 
i)   Para eliminar las secuencias de los  adaptadores se utilizó el siguiente 
comando: 
fastx_clipper -a <secuencia del adaptador a remover> -l <descartar secuencias 
más cortas que> -i <nombre de la biblioteca> -o <nombre del archivo de salida> 
 
 
ii)  Para recortar lecturas de baja calidad se utilizó el siguiente comando: 
 
fastx_trimmer –f <primera base a mantener> -l <último base para mantener> -i 
 
<nombre de la biblioteca de entrada> -o <nombre del archivo de salida> 
Ejemplo: 
fastx_trimmer -f5 -I50 -i /media/sdc/Secuencias_RNA- 
Seq/YGT0R1_S13_L003_R1_001.fastq -o YGT0R1R1out.fastq 
 
 
iii) Para filtrar lecturas, se utilizó el mismo criterio utilizado por Murata (2017): 
remoción de lecturas de longitud menor a 50 pb y con calidad menor a 25 
en más del 50% de sus bases por biblioteca, a través del siguiente 
comando: 




b.  Alineamiento de secuencias contra el genoma de referencia 
 
Después de la evaluación de la calidad de las secuencias, los reads se alinearon 
sobre la última versión del genoma de papa doble monoploide  S. tuberosum 
Group Phureja DM1-3 516R44 (genoma de referencia), secuenciado por el 
Consorcio  del  Secuenciamiento  del  Genoma  de  la  Papa  (Potato  Genome 
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Sequencing Consortium, PGSC) disponible en http://www.potatogenome.net, 
utilizando el programa Bowtie versión 2.2.3.0. 
 
 
Bowtie2 es un alineador de secuencias ultra rápido, de alto rendimiento y usa la 
memoria  de  la  máquina  para  alinear  las  pequeñas  secuencias  a  grandes 
genomas. Este programa utiliza un algoritmo de retroceso con reconocimiento de 
calidad (quality-aware backtracking algorithm), el cual permite la presencia de 
bases desapareadas (mismatches) entre el genoma de referencia y las lecturas a 
ser alineadas. Además, este algoritmo favorece los alineamientos de alta calidad 
(Langmead et al., 2009). 
Para esta actividad se utilizó el siguiente comando: 
 
$bowtie2-build <genoma de referencia> <nombre del índice del genoma> 
Ejemplo: 
$ bowtie2 – build genome.fa genoma 









Sin embargo, Bowtie2 no permite alineamientos entre un read y el genoma de 
referencia en presencia de grandes vacíos (gaps), por ende, no es posible alinear 
reads originados por la unión generada de la exclusión de intrones. 
 
 
Las lecturas que no fueron alineadas con Bowtie, se procesaron con el programa 
TopHat versión 2.0.4. TopHat usa a Bowtie como un “motor” de alineamiento y 
fragmenta reads, que el Bowtie no logró alinear. Utilizando la información inicial 
del alineamiento, TopHat construye una base de datos con los posibles sitios de 
empalme (splicing) en el transcriptoma, sin conocimiento de un gen a priori, 
capacidad crucial para el descubrimiento de nuevos eventos de splicing (Trapnell 
et al., 2010). 
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Para ello, se utilizó el siguiente comando_ 
 
$tophat2 –p <capacidad de procesamiento> -i <longitud mínima del intrón> -I 
 
<longitud máxima del intrón> -o <nombre del archivo de salida> <nombre del 
archivo de entrada en formato .fastq > 
Ejemplo: 
 





c.  Análisis de la expresión diferencial de genes 
 
Los archivos de alineamiento generados de cada biblioteca en formato .bam se 
utilizaron como archivo de entrada (input) para el programa Cufflinks versión 2.0.2 




Cufflinks fue utilizado para el montaje y la cuantificación de los transcritos. Con el 
fin de minimizar los efectos no relacionados a la diferencia entre las condiciones 
experimentales, los transcritos fueron normalizados, ya que se debe tener en 
cuenta, que dentro de las bibliotecas existen secuencias con mayor tamaño que 
otras. Debido a ello, pueden estar formados por una mayor cantidad de reads, lo 
cual no significa sobreexpresión con respecto a sus pares de menor tamaño con 
el mismo nivel de expresión. 
 
 
La normalización puede ser representada por medio de cantidades transformadas 
como las lecturas por kilobase de transcrito RPKM (Reads per Kilobase of 
transcript per million fragments mapped) (Mortazavi et al., 2008) o, la variación del 
RPKM denominada FPKM (Fragments per Kilobase of transcript per million 
fragments mapped, FPKM) o fragmentos por kilobase de transcrito (para la 
utilización en secuenciamiento con reads en paired-end) (Trapnell et al., 2010). 
 
 
Por  lo  tanto,  el valor  de  RPKM fue  la  medida  de  la  abundancia  relativa  del 
transcrito, calculado por la siguiente fórmula (Mortazavi et al., 2008): 
 
 





C= Total de reads mapeadas 
 
N = número total de lecturas mapeadas en 1 muestra 
 
L = Tamaño del gen en pares de bases 
 




Para ejecutar el comando de Cufflinks, se necesitaron los siguientes archivos: 
archivo del genoma de referencia en formato fasta (.fa) para el ensamblaje de las 
lecturas y el archivo de anotación del genoma de referencia (archivo en formato 
gff), en el cual se encuentra la descripción de la posición de las secuencias de los 
genes en el genoma de referencia (Espinoza, 2017). 
Se utilizó el siguiente comando: 
 
$cufflinks –o <nombre del archivo de salida> -p <capacidad de procesamiento> -g 
 
<archivo de anotación en formato .gff> –b <archivo de secuencia del genoma de 
la papa en formato .fa> <lecturas alineadas en formato .bam> 
Ejemplo: 
 
cufflinks                 -o                 YGT0R1R1cl                 -p                 5                 -g 
 








Para ensamblar los transcritos en un solo archivo, se utilizó el programa 
Cuffmerge. El principal objetivo de este script es crear un archivo de montaje 
requerido  por  el  siguiente  programa  a  usar  (Cuffdiff).  Antes  de  ejecutar  el 
comando de Cuffmerge, se creó un archivo llamado "Assemblies” (en formato 
.txt), el cual contiene todos los archivos del ensamblaje de los transcritos de cada 
una de las bibliotecas en formato .gtf obtenidos con Cufflinks. Luego se utilizó el 
siguiente comando: 
$cuffmerge -o <nombre del archivo de salida> -p <capacidad del procesamiento> 
 
–g <archivo de anotación en formato .gff> -s <archivo de secuencia del genoma 











Con el fin de calcular los cambios en la expresión de los transcritos entre las 
condiciones evaluadas en ambas variedades, se utilizó la herramienta Cuffdiff 
versión 2.2.1. 
 
Cuffdiff asume que el cambio en la expresión de un transcrito puede ser medido a 
través del conteo de los reads o fragmentos generados (Trapnell et al., 2013). 
Cuffdiff permitió evaluar el cambio de la expresión génica a través de la relación 
logarítmica en base 2 de la expresión tras el estrés/expresión en el tiempo control 
(log2  T1/T0) para ambas variedades. El cambio en la expresión de cada gen o 
transcrito es reportado con su correspondiente nivel de significancia estadístico 
representado por el valor p ajustado (p-value). 
 
Para ejecutar Cuffdiff se utilizó el siguiente comando: 
 
$cuffdiff –o <archivo de salida> -b <archivo de secuencia del genoma de la papa 
en  formato  .fa>  -p  <capacidad  de  procesamiento>  -u  <archivo  formato  .gtf> 
<archivos en formato .bam por cada variedad> 
Ejemplo: 
















El cambio de expresión (fold change) será considerado como significativo si el p- 
value de ese gen es menor a 0.05 (p<0.05), es decir, sólo un 5% de probabilidad 
de inferir falsos positivos. Aquellos genes con cambio de expresión significativa 
fueron denominados como genes diferencialmente expresados (Differentially 
Expressed Genes, DEGs). Dentro de este grupo de genes, a aquellos con valor 
de fold change mayor a 2, se les considerará como genes sobreexpresados y 
aquellos con valor de fold change < -2 serán los genes reprimidos. 
 
Para la visualización gráfica de la distribución general de los datos en relación a 
los  niveles  de  expresión,  el  programa  R  v3.1.1  disponible  en   http://www.r- 




5.8 Enriquecimiento funcional 
 
Con el objetivo de mejorar la comprensión de los aspectos moleculares 
involucrados en la respuesta al estrés, se realizó el enriquecimiento funcional 
utilizando la ontología GO (ontología génica) a través del programa Blast2GO 




Este programa permitió la categorización de los DEGs de acuerdo a su 
funcionalidad agrupándolos en 3 categorías: Procesos Biológicos (Biological 
Process, BP), Función Molecular (Molecular Function, MF) y Componente Celular 
(Cellular Component, CC). 
 
 
El programa Blast2GO utilizó los términos GO para realizar las anotaciones 
funcionales: 
i)        Blast: primero se realizó el alineamiento de las secuencias de los genes 
candidatos utilizando el algoritmo del BLAST con el fin de encontrar 
secuencias homólogas. 
ii)       Mapeo: luego, las secuencias alineadas  a los genes candidatos fueron 
mapeadas con el fin de obtener los términos GO. 








6.1 Evaluación de las respuestas fisiológicas 
 
Se observaron diferencias en la respuesta fisiológica entre las variedades de 
Solanum tuberosum subsp. andigena evaluadas. La variedad Yana Manwa no 
mostró variación significativa en los parámetros evaluados (tasa de fotosíntesis, 
tasa de transpiración y conductancia estomática) antes y después del estrés por 
helada. Sin embargo, la variedad Yuraq Gaspar mostró reducción significativa en 
los parámetros evaluados tras el estrés por helada (Morales, 2017). 
 
 
6.2 Extracción de RNA 
 
Las concentraciones del RNA extraído a partir de hojas de ambas variedades 
de Solanum tuberosum subsp. andigena fueron mayor a 300 ng/µL. Las 
relaciones A260/280 estuvieron dentro del rango de 1.8 y 2.0, lo que 
corresponde a muestras de RNA puro, sin contaminación de proteínas (Tabla 
3). 
Tabla 3.  Concentraciones y relación de absorbancia de RNA total obtenido a 
partir de hojas de dos variedades de Solanum tuberosum subsp. andigena. 
 
Muestra ng/µL A260/A280 Muestra ng/µL A260/A280 
YMT0R1 919.7 2.08 YGT0R1 980.2 2.04 
YMT0R2 916.2 1.94 YGT0R2 860.7 2.05 
YMT0R3 672.3 2.01 YGT0R3 612.6 2.04 
YMT1R1 585.7 2.07 YGT1R1 495.5 1.96 
YMT1R2 749.1 2.05 YGT1R2 890.3 2.03 
YMT1R3 584.2 2.05 YGT1R3 342.7 1.98 
 
 
Se observaron las bandas de las subunidades del RNA ribosomal (25S, 18S y 
 
5S), confirmando la obtención del material de RNA adecuado para realizar el 






















Figura 4. Corrida electroforética en gel de agarosa del RNA extraído. M: marcador 
de  tamaño  molecular  1kb,  25S,  18S  y  5S:  bandas  de  las  subunidades 
ribosomales, YM: Yana Manwa (variedad tolerante), YG: Yugaq Gaspar (variedad 
susceptible), T0: tiempo control, T1: tiempo estrés, R1, R2 y R3: repetición 1, 
repetición 2 y repetición 3, respectivamente, 
 
 
6.3 Secuenciamiento de RNA 
 
Se obtuvieron un total de 12 bibliotecas, las cuales se secuenciaron en la 
plataforma Illumina Hi-SeqTM 3000 obteniendo lecturas single-read de 50 pares de 
bases (base pairs, bp). 
 
 
6.4 Análisis bioinformático 
 
El secuenciamiento de las bibliotecas generó más de 242 millones de lecturas en 
total (Tabla 4). 
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Tabla 4. Codificación de las bibliotecas y número total de lecturas generadas en 
 















































































24 2593 387 
 
 
a.  Control de calidad de secuencias 
 
Finalizado  el  secuenciamiento,  se  procedió  a  analizar  la  calidad  de  las 
secuencias, a través del programa FastQC (Schmieder & Edwards, 2011). 
 
 
La Figura 5 mostró una visión general de la calidad de las secuencias de una de 
las bibliotecas a lo largo de las bases. En el eje de las abscisas, tenemos la 
posición en pares de bases (pb), y en el eje de las ordenadas, el valor de la 
calidad en escala Phred score. El color de fondo del gráfico divide el eje Y en 



















































Posición en pares de bases (pb) 
 
Figura 5. Valor de la calidad por base de la biblioteca YMT0R2. En el eje X, 
para cada posición de pb hay un diagrama de caja (box plot) en el cual la línea 
roja (flecha roja) representa la mediana de la calidad, las líneas superior e 
inferior del diagrama de caja (flechas negras) representan los percentiles 10% y 
90%, la línea azul (flecha celeste) representa la calidad media. El eje Y está 
dividido en 3 zonas según  la calidad de las secuencias:  muy buena (color 
verde), calidad razonable (color amarillo) y mala calidad (zona roja). 
 
 
En el programa FastQC se estimó la calidad de todas las secuencias resultantes 
del secuenciamiento a través del valor del Phred Score. Los valores de calidad 
fueron óptimos ya que se encontraron por encima del valor de 30 (Figura 5), es 
decir que la probabilidad de determinar una base errada sería de 1 por cada 1 000 




El porcentaje medio en contenido de GC obtenidos en el presente estudio osciló 
entre 41% a 43%, no reportándose sobrerrepresentación de bases. Por lo tanto, 
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no fue necesario filtrar las secuencias en base a la calidad. Luego, las lecturas 
fueron procesadas para eliminar adaptadores y/o fragmentos de largo menor a 50 
pb. Sin embargo, al aplicar los comandos correspondientes, no disminuyó el 
número de lecturas generadas. 
 
 
b.  Alineamiento de secuencias contra el genoma de referencia 
 
Una vez verificada la calidad de las bibliotecas, se realizó el alineamiento de las 
lecturas utilizando los programas TopHat y Bowtie. Tras el alineamiento, se 
obtuvo una carpeta con los siguientes archivos de salida: 
-   accepted_hits.bam:   archivo   con   los   alineamientos   de   las   lecturas 
mapeadas en formato binario (BAM). El formato bam es el archivo 
compactado de Secuencia Alineada/Mapeada (Sequence Alignment/Map 
format, SAM). 
- junctions.bed: archivo que contiene las uniones de exón. 
 
-   insertions.bed y deletions.bed: archivo que contiene las inserciones y 
deleciones. 
-   prep_reads.info: archivo de control de preparación de lecturas previo al 
mapeo tophat. 
- align_summary.txt:  archivo  que  contiene  el  resumen  del  alineamiento 
 
(número de lecturas, número de lecturas mapeadas, % mapeo). 
 
- directorio.logs: archivo donde se encuentran los pasos del proceso. 
 









- Lecturas mapeadas, dentro de este grupo se encontraron: 
 
Lecturas únicas; es decir, lecturas que mapearon en un único sitio en el 
genoma  de  referencia,  obteniéndose  porcentajes  de  mapeo  entre  el 
70.7% y 78.9%. 
 
Lecturas múltiples; es decir, lecturas que mapearon en más de un sitio en 
el genoma de referencia, obteniéndose porcentajes de mapeo entre el 
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6.2% y 11.3%. 
 
- Lecturas  no  mapeadas,  obteniéndose  porcentajes  de  mapeo  entre  el 
 




Tabla  5.  Distribución  de  los  tipos  de  lecturas  según  mapeo  al  genoma  de 




































YMT0R1 18 684 125 14 737 290 78.9 1 174 451 6.3 2 772 384 14.8 




18 407 141 
 








2 940 153 
 
16 
YMT1R1 21 854 530 15 560 426 71.2 1 961 387 9 4 332 717 19.8 
YMT1R2 24 960 517 19 595 566 78.5 1 852 829 7.4 3 512 122 14.1 
YMT1R3 14 842 723 11 120 764 74.9 1 201 874 8.1 2 520 085 17 




18 419 288 
 














23 784 532 
 








4 747 592 
 
20 
YGT1R1 18 233 672 13 337 032 73.2 1 705 162 9.4 3 191 478 17.5 
YGT1R2 23 126 280 16 720 300 72.3 2 607 564 11.3 3 798 416 16.4 




242 593 387 
 
179 406 567  
 
20 316 791  
 
42 870 029  
 
 
c.  Análisis de la expresión diferencial de genes 
 
Con el fin de examinar la expresión diferencial de los genes, se realizaron gráficos 
de tipo volcán (volcano plot) para la variedad tolerante y susceptible, utilizando el 
software RStudio. El volcano plot es un diagrama de dispersión, ubicándose en el 
eje de las abscisas, el valor del fold change en una escala logarítmica en base 2 
de cada gen y en el eje de las ordenadas, la significancia estadística basada en 
una  escala  logarítmica  negativa  en  base  10  del  p-value.  Aquellos  genes 
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representados  como  puntos  grises  en  ambos  volcano  plots,  corresponden  a 
genes que no variaron su expresión significativamente (-2< log2 fold change<2 y - 
log10(p-value>0.05)), mientras que aquellos genes expresados significativamente 
(DEGs) fueron representados en los volcano plots como puntos rojos o azules 
para la variedad tolerante y susceptible, respectivamente (Figuras 6 y 7). 
 
 
Se pueden observar más DEGs en la variedad tolerante (Figura 6) versus la 
variedad susceptible (Figura 7), reportándose un total de 383 DEGs, de las cuales 
279 DEGs fueron de la variedad tolerante y 160 DEGs de la variedad susceptible. 
Esta diferencia numérica mostraría que ambas variedades evaluadas presentan 
una notable diferencia en la respuesta al estrés por helada. 
 
 
Con respecto a la modulación de los DEGs, se observa como puntos rojos a los 
DEGs modulados positivamente o sobreexpresados (log2 fold change > 2 y -log10 
(p value<0.05) y a los DEGs modulados negativamente o reprimidos (log2 fold 
change < -2 y -log10 (p value<0.05) como puntos azules. Se reporta un mayor 
número de DEGs modulados positivamente en la variedad tolerante y un mayor 









Figura 6. Volcano Plots. Análisis de la expresión de genes de Yana Manwa 
(variedad tolerante) tras el estrés por helada. Cada gen está representado por 
un punto, la posición espacial está dada por su cambio de expresión (log2 fold 






Figura 7. Volcano Plots. Análisis de la expresión de genes de Yuraq Gaspar 
(variedad susceptible) tras el estrés por helada. Cada gen está representado por 
un punto, la posición espacial está dada por su cambio de expresión (log2  fold 
change) y significancia estadística (-log10 p value<0.05) 
 
 
La visualización de los DEGs exclusivos y comunes se realizó a través de un 
diagrama  de  Venn.  Se  identificaron  223  DEGs  exclusivos  para  la  variedad 
tolerante y 104 DEGs exclusivos para la variedad susceptible, y sólo 56 DEGs 
comunes para ambas variedades (Figura 8), lo que indicaría que las respuestas 








Figura 8. Número de genes expresados diferencialmente (DEGs) con el número 
de DEGs de la variedad tolerante (círculo amarillo) y la variedad susceptible 




a)  DEGs comunes 
 
Dentro del grupo de DEGs comunes sobreexpresados para ambas variedades 
(Tabla 6), se identificaron genes relacionados a la estructura y organización de la 
pared celular como la extensina (PGSC0003DMG400018315 y 
PGSC0003DMG400029700), expansina (PGSC0003DMG400030415), 
carbohidratos como el proteoglicano (PGSC0003DMG400009783) y 
arabinogalactano (PGSC0003DMG400003371, PGSC0003DMG400026274, 
PGSC0003DMG400029811 y PGSC0003DMG400012749), genes relacionados a 
la biogénesis de pared celular como la poligalacturonasa 
(PGSC0003DMG400030995), prolina (PGSC0003DMG400025757), proteína rica 
en glicina (PGSC0003DMG400031527), celulosa sintasa 
(PGSC0003DMG400031800) y pectinesterasa (PGSC0003DMG400028622). 
 
 
Un segundo grupo de DEGs comunes sobreexpresados están implicados en el 
metabolismo de lípidos de la membrana celular, por ejemplo, las proteínas de 
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adhesión celular (PGSC0003DMG400006160), proteínas de unión a lípidos 




Otro grupo de DEGs sobreexpresados están involucrados en el metabolismo de 
carbohidratos (degradación de sacarosa y síntesis de azúcares) como la sacarosa 
sintasa (PGSC0003DMG400013547), beta-glucosidasa 
(PGSC0003DMG400009036 y PGSC0003DMG400000689), galactosiltransferasa 
(PGSC0003DMG400021437) y glucosiltransferasa (PGSC0003DMG400008137). 
 
 
Además, se identificaron proteínas anticongelantes como la taumatina 
(PGSC0003DMG400021142), la osmotina (PGSC0003DMG400000402) y genes 
con actividad oxidorreductasa (PGSC0003DMG400025274, 
PGSC0003DMG400004789 y PGSC0003DMG400021142). 
 
 
Por último, dentro de este grupo se han identificado genes que codifican proteínas 
involucradas en la defensa de la planta como las quinasas de serina y treonina 





Tabla 6. DEGs comunes sobreexpresados en la variedad tolerante y susceptible 



















1 Sieve element occlusion PGSC0003DMG400015156 6.77 2.03 
2 Extensin PGSC0003DMG400018315 6.49 7.58 
3 Pistil-specific extensin PGSC0003DMG400029700 5.45 3.50 
4 Proteoglycan PGSC0003DMG400009783 5.23 2.58 
5 Sucrose synthase PGSC0003DMG400013547 5.05 3.03 
6 Arabinogalactan protein 2 PGSC0003DMG400003371 5.00 2.55 
7 Thaumathin like protein PGSC0003DMG400005748 4.56 3.73 
8 Beta-glucosidase PGSC0003DMG400009036 4.29 2.92 
9 Cell adhesion protein PGSC0003DMG400006160 4.25 2.62 











   
12 Osmotin PGSC0003DMG400000402 3.56 2.30 
13 P70 protein kinase PGSC0003DMG400001760 3.40 3.54 
14 Systemin receptor SR160 PGSC0003DMG400013198 3.35 2.20 
 















17 Cytochrome P450 PGSC0003DMG400025274 3.12 2.31 
 
















20 Polygalacturonase-1 non- 















22 Wound/stress protein PGSC0003DMG400013983 2.98 2.03 
 







24 Acyl-protein thioesterase PGSC0003DMG400028544 2.90 2.10 
25 JHL25H03.13 protein PGSC0003DMG400028622 2.72 2.12 
26 Proline PGSC0003DMG400025757 2.67 2.05 
27 Cyclin B1 PGSC0003DMG401022702 2.67 3.34 
28 Expansin18 PGSC0003DMG400030415 2.60 3.15 
29 Gene of unknown function PGSC0003DMG400033329 2.57 4.42 
 
30 Fasciclin-like 







31 Glycine-rich protein PGSC0003DMG400031527 2.51 2.20 
32 Gast1 PGSC0003DMG400003641 2.50 2.22 
33 Pectinesterase PGSC0003DMG400025967 2.49 2.57 
34 Glucosyltransferase PGSC0003DMG400008137 2.48 3.14 
35 Multicopper oxidase PGSC0003DMG400004789 2.48 3.10 
 
36 Fasciclin-like 









Cellulose synthase A 

















39 DNA topoisomerase 2 PGSC0003DMG400006793 2.26 2.97 
 
40 
Disease resistance protein 
(TIR class)/ Cop1- 







41 Profilin-1 PGSC0003DMG400026837 2.23 2.57 
42 Histone H4 PGSC0003DMG400015525 2.11 2.37 
 







44 Cutin-deficient 1 protein PGSC0003DMG400000997 2.06 3.38 
45 Sterol reductase PGSC0003DMG400021142 2.06 3.35 
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En la Tabla 7 se presentan los 11  DEGs comunes sobreexpresados en la 
variedad tolerante y reprimidos en la variedad susceptible. Dentro de este grupo 
de genes, se identificaron genes con actividad oxidorreductasa 
(PGSC0003DMG400021966, PGSC0003DMG400022430, 
PGSC0003DMG402023841, PGSC0003DMG401007406 y 
PGSC0003DMG400020334) con actividad carboxilasa 
(PGSC0003DMG400026280 y PGSC0003DMG400026300), de respuesta a 
auxina (PGSC0003DMG400010207), relacionadas a la patogénesis 
(PGSC0003DMG400023435) y reguladores de transcripción 




Tabla 7. DEGs comunes sobreexpresados en la variedad tolerante y reprimidos 
en la variedad susceptible de Solanum tuberosum subsp. andigena después del 


























3 Major allergen Pru ar PGSC0003DMG400023435 4.14 -3.56 
4 Polyphenoloxidase PGSC0003DMG400022430 4.14 -2.25 
 







6 Sterol desaturase PGSC0003DMG402023841 3.73 -2.29 
 
























10 MYB PGSC0003DMG400005641 3.17 -2.15 
 









b) DEGs exclusivos 
 
Se identificaron 223 DEGs exclusivos para la variedad tolerante (Anexo 2) y 104 
 
DEGs exclusivos para la variedad susceptible. Debido al gran número y a la 
importancia de los DEGs exclusivos en la variedad tolerante, la siguiente 
descripción  se  enfocará  en  los  DEGs  que  presentaron  un  mayor  cambio  de 
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expresión con mayor significancia estadística, es decir, aquellos transcritos con 
 




Se identificaron como DEGs exclusivos a los relacionados al transporte antiporte 
de la membrana (PGSC0003DMG400002124), a los procesos de modificación 
post-traduccional como la ubiquitinación (PGSC0003DMG400032232), proteínas 
relacionadas a la defensa de la planta (PGSC0003DMG400001550, 
PGSC0003DMG400008485 y PGSC0003DMG400030134), biosíntesis de 
aminoácidos (PGSC0003DMG400029085), de respuesta a auxina 
(PGSC0003DMG400001274), proteínas con actividad ATPasa 





PGSC0003DMG401011339 y PGSC0003DMG400030771), con actividad 
carboxilasa (PGSC0003DMG400029050), con actividad hidrolasa 
(PGSC0003DMG400029400, PGSC0003DMG400010221) y, con actividad liasa 
(PGSC0003DMG400018245 y PGSC0003DMG400034278) 
 
 
También se identificaron DEGs relacionados a la organización de la pared celular 
(PGSC0003DMG400021682)  y  al  metabolismo  de  carbohidratos  de  la  pared 
celular (PGSC0003DMG400021630, PGSC0003DMG400030978, 
PGSC0003DMG400031046, PGSC0003DMG400004109, 
PGSC0003DMG400019483, PGSC0003DMG400030978, 




Por último, se reportó un DEG asociado a una quinasa serina/treonina 
(PGSC0003DMG400008403) y reguladores de transcripción 
(PGSC0003DMG400001223 y PGSC0003DMG400026260). 
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c)  Factores de transcripción (FTs) 
 
Se empleó el programa iTAK para la búsqueda de los factores de transcripción 
(FTs) entre los DEGs en ambas variedades. En total, se identificaron 20 familias 
de FTs a partir de 51 DEGs (Figura 9). El número de familias de FTs en la 
variedad tolerante (n=16) fue mayor que el número de familias de FTs en la 
variedad susceptible (n=11). 
 
 
Se identificaron 7 familias de FTs comunes: factores de transcripción con dominio 
APETALA 2/ proteína de unión a elementos de respuesta al etileno 
(APETALA2/ethylene response factor, AP2/ERF), de tipo básico hélice-lazo-hélice 
(basic hélix loop, bHLH), familia de proteínas de dedos de zinc de tipo Cys2/His2 
(Cys2/His2-type zinc finger protein 2, C2H2), familia de proteínas con 
homeodominios (homeobox, HB), familia de proteínas de la mieloblastosis 
(myeloblastosis, MYB), familia de proteínas con dominio NAC, siendo la familia de 
quinasas ricas en secuencias repetidas de leucinas (Leucine-rich repeat receptor- 
like kinases, RLK-LRR) la que presentó el mayor número de DEGs. 
 
 
En la variedad tolerante se identificaron 9 familias de transcripción exclusivas 
siendo las 2 familias más abundantes: la auxina indolacético (Auxin/INDOLE-3- 
ACETIC ACID, IAA) y la familia de proteínas relacionadas a mieloblastosis 
(myeloblastosis related, MYB-related), mientras que, en la variedad susceptible, 
se identificaron 4 familias de transcripción exclusivas. 
 
 
Todos los DEGs pertenecientes a las familias de FTs mostraron sobreexpresión 
tras el estrés, a excepción de la familia Tify (familia exclusiva de la variedad 
susceptible), en la que el único DEG mostró represión. Esto sugeriría que, tras el 











Figura 9. Distribución de factores de transcripción (FTs) diferencialmente expresados por familia de genes en respuesta al estrés 
 









6.5 Enriquecimiento funcional 
 
Se empleó el programa Blast2GO v.4 para la anotación funcional de los DEGs 
utilizando BLASTX con un valor de corte esperado (e-value) 1x10-5  usando las 
bases de datos de proteínas no redundante (non-redundant, nr) del Centro 
Nacional de Informática Biotecnológica (National Center for Biotechnology 
Information, NCBI) y Swiss-Prot de Uniprot (Conesa et al., 2005). 
 
 
En el Anexo 3 se observó que, el mayor porcentaje de anotación (mayor del 70%) 
se produjo contra la especie en estudio: Solanum tuberosum y, en menor 
porcentaje a otras especies de la familia Solanaceae, tales como Solanum 
licopersicum, Solanum pennelli entre otros. 
 
 
Este programa distribuyó los DEGs en tres categorías funcionales principales: a) 
Procesos  biológicos  (BP,  Biological  Process),  se  refiere  al  papel  celular  o 
fisiológico realizado por el gen, b) Función molecular (MF, Molecular Function), se 
refiere  a  actividad  molecular   del   gen  y  c)   Componente  celular   (Cellular 
Component, CC), se refiere a la posición en la célula donde el gen ejecuta su 
función. Basado en esta categorización, se observó los principales procesos y 
funciones que son activados en las plantas tras el estrés por helada. 
 
 
En la variedad tolerante, de los 279 DEGs identificados, 267 genes tuvieron Blast 
hits y de ellos, 225 DEGs se anotaron en las 3 categorías principales. En la 
categoría de procesos biológicos, los cuatro términos GO más frecuentes fueron 
procesos  metabólicos  (GO:0008152,  123 genes),  procesos  celulares 
(GO:0009987, 94 genes), respuesta a estímulos (GO:0050896, 28 genes) y 
localización (GO:0051179, 19 genes). En la categoría de funciones moleculares 
los términos más frecuentes fueron el de actividad catalítica (GO:0003824, 127 
genes) y el de unión a moléculas (GO:0005488, 97 genes). Para la categoría de 
componente celular, los genes encontrados en mayor número se ubicaron en la 




En cuanto a la variedad susceptible, de los 160 DEGs identificados, 155 genes 
tuvieron Blast hits y de ellos 134 se anotaron en las 3 categorías principales. En la 
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categoría de procesos biológicos, los principales términos GO fueron el de 
procesos metabólicos (GO:0008152, 70 genes), procesos celulares (GO:0009987, 
61 genes), respuesta a estímulos (GO:0050896, 13 genes) y biogénesis 
(GO:0071840, 12 genes). En la categoría de función molecular, la actividad 
catalítica (GO:0003824, 76 genes) y la de unión a moléculas (GO:0005488, 69 
genes) fueron los términos GO más enriquecidos. En cuanto a los componentes 
celulares, el mayor número de genes fue encontrado en parte celular 
(GO:0044464, 63 genes) y en la membrana (GO:0016020, 55 genes) (Figura 11). 
Se  debe  mencionar  que,  en  muchos  casos,  la  misma  secuencia  pudo  ser 










Figura 10. Distribución de los DEGs de la variedad tolerante de Solanum tuberosum subsp. andigena en cada categoría 











Figura 11. Distribución de los DEGs de la variedad susceptible de Solanum tuberosum subsp. andigena en cada 
categoría funcional: Proceso Biológico (BP), Función Molecular (MF) y Componente Celular (CC). 
52  
La comparación de las categorías funcionales entre la variedad tolerante y la 
variedad susceptible, reveló diferencias en la asignación de términos GO según 
los procesos biológicos, función molecular y componentes celulares (Figura 12). 
 
 
a)  Procesos biológicos 
 
 
En total, se identificaron 14 sub-categorías dentro de procesos biológicos, siendo 
 
12 de ellas, comunes para las variedades evaluadas, aunque representadas con 
la mayor cantidad de DEGs en la variedad tolerante y las otras dos sub-categorías 
fueron  exclusivas  para  la  variedad  tolerante:  procesos  multiorganismo  (GO: 
0051704) y el de crecimiento (GO:0040007). No se identificaron sub-categorías 




En el caso de la variedad tolerante Solanum tuberosum subsp. andigena, los 
procesos de localización (GO:0051179), regulación biológica (GO:0065007 y 
GO:0050789), señalización (GO:0023052), procesos multiorganismo 
(GO:0051704) y crecimiento (GO:0040007), se representaron por los DEGs 
exclusivos de la variedad tolerante, exhibiendo en su mayoría, genes en 
sobreexpresión a excepción del gen Glucose-6-phosphate/phosphate translocator 




b)  Función molecular 
 
 
En relación a la función molecular, en total se encontraron 7 sub-categorías, todas 
comunes, aunque representada en menor cantidad en la variedad susceptible, 
ninguna sub-categoría fue exclusiva para alguna de las dos variedades de 
Solanum tuberosum subsp. andigena evaluadas (Figura 12). 
 
 
En esta categoría, la gran mayoría de DEGs tuvieron una función de actividad 
catalítica (GO:0003824) y de unión no específica (GO;000548). En este caso, las 
subcategorías: actividad de transporte (GO:0005215), función molecular 
reguladora (GO:0098772) y transducción de señales estuvieron representadas por 
los DEGs exclusivos de la variedad tolerante, los cuales también mostraron 
sobreexpresión  en  la  mayoría  de  ellas,  a  excepción  del  gen  Glucose-6- 
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c)  Componente celular 
 
 
En esta categoría se identificaron  7 sub-categorías, de las cuales sólo el de 
complejo de proteínas (GO:0032991) fue exclusiva para la variedad tolerante de 
Solanum tuberosum subsp. andigena. Cabe mencionar que esta sub-categoría, 
estuvo representada únicamente por una proteína de dedos de zinc 








Figura 12. Categorización funcional asignada a los DEGs según la ontología de genes en la variedad tolerante y la variedad 












Las plantas son capaces de responder y adaptarse a diversos cambios 
ambientales. Este hecho se debe a la regulación de la expresión génica, a nivel 
transcripcional y post-transcripcional. El presente trabajo permitió  la 
identificación de genes diferencialmente expresados en hojas de papa de una 
variedad tolerante y otra susceptible de Solanum tuberosum subsp. andigena al 




Con la tecnología del RNA-seq, toda la población de RNA se secuenció a través 
de una biblioteca de cDNA, para lo cual se necesitó obtener RNA a una 
concentración y calidad adecuada. La extracción del RNA total a partir de hojas 
de papa nativa se realizó con Trizol, y el grado de pureza se determinó a través 
de las relaciones de absorbancia 260/280 obtenidas entre 1.8 y 2 (Sambrook et 
al., 1989). Por lo tanto, la metodología de extracción de RNA usando Trizol 
probó ser una metodología efectiva para la extracción a partir de hojas de papa 
nativa, ya que se obtuvo RNA de buena calidad e integridad, condiciones 
requeridas para el secuenciamiento. 
 
 
Se obtuvieron más de 242 millones de lecturas y un promedio de 20 millones de 
lecturas por biblioteca (Tabla 4). La homogeneidad del número de lecturas 
obtenidas  resulta  ser  un  factor  importante  durante  la  construcción  de  las 
bibliotecas (Head et al., 2014). En este trabajo, la homogeneidad se reflejó en la 
baja diferencia del número de lecturas obtenidas entre bibliotecas del  mismo 
tiempo y variedad. 
 
 
Inicialmente, las tecnologías NGS produjeron lecturas de longitudes de 25 pb a 36 
pb a partir del secuenciamiento de un sólo extremo (single-end) (Barski et al., 
2007). Actualmente, es posible producir lecturas de longitudes de hasta 300 pb, 
usando el secuenciamiento de los dos extremos (paired-end), llegando a 
considerarse que se podían obtener resultados más informativos a partir de 
lecturas de largas longitudes. Sin embargo, Chhangawala et al. (2015) reportaron 
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que el uso de lecturas con tamaños de 50 pb single-end vs 100 pb paired-end no 
afectó significativamente el proceso de identificación de la expresión diferencial. 
Por ello, al no reportarse diferencias significativas para el análisis de la expresión 
diferencial de genes, el secuenciamiento single-end resultó ser una alternativa 
económica  para  realizar  nuestro  trabajo,  ya  que  el  tipo  de  secuenciamiento 
paired-end tiene mayor costo (Barski et al., 2007). 
 
 
7.1 Control de calidad de secuencias 
 
En cuanto al análisis de calidad por base, un valor de calidad es considerado 
aceptable, cuando es superior al valor de 20 en la escala de Phred score (Ewing 
&  Green,  1998).  Espinoza  (2017)  reportó  un  alto  grado  de  pureza  de  las 
secuencias obtenidas tras el secuenciamiento, ya que estuvieron en un rango 
según  Phred  score  de  22  a  30.  Se  observó  que  el  Phred  score  para  todas 
nuestras bibliotecas fue mayor a 30, es decir, la calidad de las secuencias de 
todas nuestras secuencias fue óptima. 
 
 
Se evaluó el porcentaje de GC en las lecturas obtenidas, con el fin de verificar si 
se encuentran en distribución normal teórica. Para datos obtenidos de una 
biblioteca con distribución normal, se espera un contenido de GC entre 40% y 
60% (Zhao et al., 2017). El contenido promedio de GC de nuestros datos osciló 
entre 40% y 43%. Según bibliografía, el genoma de S. tuberosum posee 
aproximadamente 40% de su contenido en GC (Xiu-Qing & Donglei, 2014; Ibarra- 
Laclette et al., 2011), coincidiendo con lo observado en este trabajo. 
 
 
7.2 Alineamiento de secuencias contra el genoma de referencia 
 
Se alinearon un total de 82.3% de lecturas (más de 199 millones de lecturas) de 
RNA-seq de Solanum tuberosum subsp. andigena al genoma de referencia 
(Solanum tuberosum Group Phureja) (Tabla 5). Trapnell et al. (2012), reportaron 
que porcentajes de alineamientos totales de lecturas inferiores al 70% indicarían 
presencia de lecturas de baja calidad y/o contaminantes. Por otro lado, un bajo 
porcentaje de lecturas únicas puede deberse al mismo proceso de amplificación 
por PCR o a problemas con la plataforma de secuenciamiento (Bailey et al., 
2013). Sin embargo, este no es el caso del presente trabajo, para el cual, se 
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obtuvo un promedio de 74% de lecturas únicas. En el caso de las lecturas 
múltiples, se observó un promedio de 8.4%. La presencia de alineamientos 
múltiples es normal, debido a la existencia de pseudogenes y duplicaciones 
genéticas válidas en el genoma (Pei et al., 2012). Espinoza (2017) reportó 
porcentajes similares de lecturas alineadas al mismo genoma de referencia. Los 
resultados del presente trabajo mostraron que las lecturas obtenidas fueron 




7.3 Análisis de expresión diferencial de genes 
 
En general, la variedad tolerante de Solanum tuberosum subsp. andigena 
moduló un mayor número de DEGs que la variedad susceptible (Figura 8). Sin 
embargo, Espinoza (2017) reportó un menor número de DEGs modulados tras 
el estrés en la variedad tolerante y, un mayor número de DEGs modulados tras 
el estrés en variedad susceptible. Cabe mencionar que, en su trabajo, la 
temperatura  de  la  helada  inducida  fue  de  –4  °C  (temperatura  menor  a  la 
utilizada en el presente trabajo), además las plántulas fueron previamente 
sometidas a un proceso de aclimatación a 4 °C, posiblemente esta variación de 
temperaturas representó un estrés significativo para la variedad susceptible, por 
lo cual, se tuvo que activar un mayor número de mecanismos de respuesta al 
estrés para la sobrevivencia de esta variedad. 
 
 
En cuanto al comportamiento de la modulación de genes, se identificó una 
mayor modulación positiva de DEGs en la variedad tolerante Este resultado 
coincide con el reporte de Chaudhary & Sharma (2015), quienes identificaron 
una mayor sobreexpresión de DEGs en una variedad tolerante de pepino 
amarillo (Hippophae rhamnoides) tras el estrés por helada. Estos resultados 
revelarían que la respuesta al estrés por helada está correlacionada 
directamente con la regulación positiva de genes sobreexpresados. 
 
 




La respuesta de las plantas al frío, varía de una especie a otra. Sin embargo, 
independientemente de la complejidad de las especies vegetales, Bai et al. (2017) 
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reportó que el mecanismo común utilizado por las plantas para lidiar con el estrés 
por frío, implica cambios en la estructura de la pared celular y en la composición 
lipídica de la membrana, constituyendo la primera línea de defensa de la planta. 
Dentro de los DEGs comunes sobreexpresados para ambas variedades de 
Solanum tuberosum subsp. andigena, encontramos que la mayoría de los genes 
estuvieron  involucrados  en  los  cambios  de  la  composición  de  la  pared  y 
membrana celular, enzimas involucradas en el metabolismo de carbohidratos 
(sacarosa sintasa, beta-glucosidasa, galactanos, poligalacturonasa y 
glucosiltransferasas), proteínas anticongelantes y factores de transcripción. 
 
 
- Genes relacionados a la pared y membrana celular 
 
La pared celular cumple el papel de barrera física y de defensa contra el estrés 
biótico y abiótico. Las extensinas son glicoproteínas ricas en hidroxiprolinas, 
esenciales para el ensamblaje y crecimiento de la pared celular. Por otro lado, las 
expansinas son proteínas que tienen acción en el aflojamiento de la pared celular, 
en la expansión celular y en todo proceso relacionado con la modificación de la 
pared celular, por lo tanto, la alteración en el crecimiento y desarrollo de las 
plantas a bajas temperaturas está relacionado a la inhibición de la expresión de 
genes   expansinas   (Zheng   et   al.,   2010).   Gall   et   al.   (2015)   reportaron 
sobreexpresión  de  expansinas  en  diferentes  especies,  la  cual  resultó  en 
diferentes grados de tolerancia al estrés. Peng et al., (2015) reportaron un gran 
número de DEGs de extensinas y expansinas, a quienes se les atribuyó el 
incremento de la rigidez de la pared celular y, por ende, resistencia al colapso 
celular causada por la deshidratación inducida por el frío (4 °C). 
 
 
Las proteínas arabinogalactanos son un tipo de proteoglicanos ricos en 
hidroxiprolina, altamente glicosiladas, muy resistentes a la proteólisis debido a su 
alto grado de glicosilación, localizadas primordialmente en las paredes celulares, 
membrana plasmática y en los espacios intracelulares (Lafarguette et al., 2004). 
En algodón se ha reportado que la sobreexpresión de estas proteínas tiene la 
capacidad de aumentar la estabilidad de la pared celular tras el estrés (Gong et 
al., 2011). Las proteínas fasciclin de tipo arabinogalactano están involucradas en 
el crecimiento de la planta, desarrollo y respuesta a estrés abiótico (Gaspar et al. 
59  
2001; Johnson et al., 2003). El incremento en la tolerancia al frío en la variedad 
tolerante estaría relacionado con el incremento de la expresión de los 
arabiogalactanos que sirve como protector después de la exposición a la helada. 
 
 
Chen & Li (1980) reportaron un incremento similar en las concentraciones de 
azúcares en hojas de dos especies silvestres de Solanum: Solanum acaule y 
Solanum commersonii (ambas tolerantes al frío) a diferencia de la especie 
cultivada Solanum tuberosum (susceptible al frío), tras la exposición al estrés por 
frío, siendo esta última la especie que murió tras el estrés. La acumulación de 
azúcares  a  través  de  la  síntesis  de  sacarosa  y  degradación  del  almidón  y 
celulosa, además de proteger la membrana plasmática a través del ajuste 
osmótico,  también  participa  en  la  captura  de  las  ROS  (Chen  &  Li  1980, 
Bogdanovic et al., 2008, Wang et al., 2013). 
 
 
La sacarosa protege directamente la membrana celular tras el estrés al interactuar 
con el fosfato de los grupos lipídicos de la membrana, disminuyendo de esta 
manera, la permeabilidad de la misma (Strauss & Hauser,  1986).  Se reporta 
sobreexpresión de la sacarosa sintasa en ambas variedades de Solanum 
tuberosum subsp. andigena, enzima clave para la producción de sacarosa. 
 
 
- Factores de transcripción 
 
La percepción del estrés es el primer paso para la activación de las respuestas 
adaptativas con el objetivo de lograr la supervivencia de las plantas. Los RLK- 
LRRs son los principales factores de transcripción reguladores en la percepción y 
el procesamiento de estímulos extracelulares que conducen a la expresión de 
genes que permiten la adaptación a situaciones de estrés (Dievart et al., 2016). 
Generalmente, perciben señales extracelulares a través del dominio LRR y 
transmiten las señales mediante sus dominios serina/treonina quinasa (RK). Se 
ha reportado actividad de las RLK-LRRs en los eventos de señalización hormonal 
como respuesta a estímulos ambientales (Morris & Walker, 2003). Yang et al. 
(2014) reportaron que la sobreexpresión de un LRR-RLK de Glycine soja 
(GsLRPK) mejoró la resistencia al estrés por frío en levadura y Arabidopsis. Wang 
et al., (2018) identificaron un mayor número de RLKs sobreexpresados en 




Por otro lado, la familia AP2/ERF se caracteriza por la presencia del dominio 
 
AP2/ERF de 60 a 70 aminoácidos y por ser específico de plantas (Rashid et al., 
 
2012). Las funciones de estos FTs han sido ampliamente estudiadas e 
identificadas en la regulación de la respuesta a diferentes tipos de estrés abiótico 
(Xie et al., 2016). Xu et al. (2017) reportaron 23 genes pertenecientes a la familia 
AP2-ERF regulados por el estrés por helada, indicando que esta familia juega un 




En este trabajo, RLK-LRR y AP2/ERF fueron las familias con mayor cantidad de 
FTs identificadas (Figura 9), las cuales han sido reportadas en los procesos de 
respuesta al estrés por bajas temperaturas en numerosas especies (Liu et al., 
1998; Nakashima et al., 2012; Kovi et al., 2016; Chen et al., 2014; Changsong & 
Diqiu, 2010). Estos resultados corroborarían que la sobreexpresión de estas 
familias de FTs estarían asociadas en la regulación de la respuesta al estrés a 
bajas temperaturas en papa. 
 
 
Otro grupo de FTs fue la familia NAC, nombre que deriva de las 3 primeras 
proteínas descritas que contienen el dominio de unión al DNA, llamados NAM (no 
apical meristem), ATAF1-2 (Arabidopsis thaliana activation factor) y CUC (cup- 
shaped cotyledon) (Christianson et al., 2010) también están involucrados en la 
respuesta al estrés biótico y abiótico (Nuruzzaman et al., 2013; Nakashima et al., 
2012; Puranik et al., 2012). Esos FTs pueden ser efectores de señalización por 
frío y actuar en la reprogramación del desarrollo de las plantas para lidiar con el 
estrés por frío (Trans et al., 2004). Nakashima et al. (2007) reportaron que la 
sobreexpresión  del  gen  OsNAC6  en  líneas  de  arroz transgénico,  aumentó  la 
tolerancia  al  frío.  Xu  et  al.  (2017)  reportaron  que  la  segunda  familia  más 
abundante de FTs fue la familia NAC, la cual presentó 9 de sus 11 genes 
sobreexpresados en respuesta al estrés por helada. Huang et al. (2013) 
identificaron la inducción de los genes GhNAC8 y GhNAC11 por temperaturas 
frías, sugiriendo la intervención de las mismas en la regulación del desarrollo bajo 
estrés abiótico. Qu et al. (2016) reportaron que la sobreexpresión de MfNAC3 por 
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baja temperatura, permitió incrementar significativamente la tasa de sobrevivencia 
tras el estrés  por frío,  indicando que la familia  NAC juega un importante rol 
positivo en la tolerancia a las bajas temperaturas. 
 
 
- Proteínas anticongelantes 
 
Dentro del grupo de DEGs comunes, también se identificaron algunas proteínas 
anticongelantes (anti-freezing proteins, AFP), proteínas similares a la taumatina 
(thaumatin-like proteins, TLPs), osmotina (osmotin), que son secretadas en el 
apoplasto de las hojas y tienen la habilidad de inhibir la recristalización del hielo 
en el espacio intracelular y prevenir la formación del hielo intracelular (Griffith & 
Yaish, 2004; Janska et al., 2010). Wang et al. (2018) reportaron en Dendranthema 
grandiflorum, la sobreexpresión de proteínas anticongelantes como la thaumatine 
y la polygalacturonase. Sarad et al. (2004) desarrollaron un tomate transgénico 
con gen de osmotina introducido por transformación con Agrobacterium. Sus 
pruebas   preliminares   revelaron   que   las   plantas   transgénicas   fueron   más 
tolerantes al frío que las silvestres. 
 
 
7.3.2  DEGs  comunes  entre  las  variedades  de  Solanum  tuberosum  subsp. 
andigena 
Otro grupo de DEGs comunes identificados fueron los que mostraron 
comportamiento antagónico entre las variedades de Solanum tuberosum subsp. 
andigena (sobreexpresión en variedad tolerante y represión en la variedad 
susceptible). Dentro de este grupo se identificaron genes relacionados a pared y 
membrana celular, además de enzimas hidrolíticas y con actividad 
oxidorreductasa y factores de transcripción del tipo MYB. 
 
 
- Genes relacionados a la pared y membrana celular 
 
Las plantas con fallas o disminución en la actividad desempeñada por las 
desaturasas, mostraron inhibición del crecimiento o muerte (Miquel et al., 1993; 
Falcone et al., 2004). Una reducción en la fluidez de la membrana plasmática de 
Synechocystis inducida por baja temperatura parece ser la señal primaria para la 
expresión de los genes desaturasas (Murata & Los,  1997).  Maali-Amiri et  al. 
(2007) transformaron plantas de papa con el gen desaturasa (desA) y tras la 
exposición  a  -7  °C,  las  plantas  transformadas  mostraron  bajas  tasas  de 
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peroxidación y mayor concentración de ácidos grasos insaturados, con 
características asociadas a la tolerancia como viabilidad, menos daño visible y 
alta producción de microtubérculos, concluyendo que, el gen desaturasa puede 
conferir tolerancia al estrés por congelamiento. En este trabajo, se debe resaltar 
que la mayoría de los genes relacionados al metabolismo de lípidos fueron 
sobreexpresados  en  la  variedad  tolerante  de   Solanum  tuberosum   subsp. 




- Proteínas anticongelantes 
 
En plantas, la lignina es el principal componente de las paredes secundarias 
(Schreiber et al., 1999) y su síntesis es regulada principalmente por la lacasa 
(Liang et al., 2006), la cual estaría involucrada en el mantenimiento de la 
estructura y la integridad de la pared celular, así como en las respuestas de las 
plantas al estrés ambiental (Wang et al., 2015), sin embargo, aún no ha sido 
reportada tras un estrés por helada. En el presente trabajo fue reportado como 
uno de los genes con expresión antagónica entre las variedades de Solanum 
tuberosum subsp. andigena. 
 
 
- Factores de transcripción 
 
Los factores de transcripción tipo MYB codifican proteínas con dominios de unión 
a DNA, identificados por primera vez en la proteína codificada por el oncogen v- 
MYB aislado del virus aviar de la mieloblastosis (avian myeloblastosis virus) 
(Klempnauer et al., 1982). Estas proteínas son factores claves para la regulación 
de la transcripción de genes que controlan el desarrollo, metabolismo y respuesta 
a diferentes condiciones de estrés (Yanhui et al., 2006). Su et al. (2010) evaluaron 
y sugirieron que la expresión de MYBS3 fue suficiente y necesaria para la 





La mayoría de las proteínas implicadas en la defensa de las plantas forman 
parte de las denominadas proteínas relacionadas con la patogénesis 
(pathogenesis related, PR) como las TSI-1 y Major allergen Pru ar, que son 
inducidas en asociación con las respuestas de resistencia (van Loon et al., 
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2006). Se ha reportado la acumulación de PRs inducidas por el frío (Hon et al., 
 
1995) que pueden modular la formación de hielo y actuar como anticongelantes 
 








Uno de los DEGs que mostró mayor sobreexpresión en la variedad tolerante de 
Solanum tuberosum subsp. andigena fue el codificador para una proteína 
transportadora (antiporter) que interviene en el eflujo del Ca2+  citoplasmático. El 
ingreso y aumento de calcio en el citoplasma, es importante para la activación de 
respuestas bioquímicas y transducción de señales, que permiten la adaptación al 
estrés (Liang et al., 2009). La deficiencia del Ca2+  depende más del transporte 
inadecuado que de la baja absorción o biodisponibilidad de ese elemento. Se ha 
reportado aumento de los niveles de Ca2+ tras estrés por frío y sequía (Bowler & 
Fluhr, 2000; Knight & Knight, 2001). 
 
 
El segundo  DEG sobreexpresado  exclusivamente en la variedad tolerante de 
Solanum tuberosum subsp. andigena fue la ubiquitin U-box ligasa. El estrés de 
temperatura provoca alteraciones en la conformación de las proteínas, impidiendo 
el correcto funcionamiento de las mismas, siendo necesaria su degradación. El 
gen de ubiquitin ligasa está encargada de la ubiquitinación de estas proteínas 
para su posterior degradación (Song et al., 2017). En Arabidopsis, se ha 
demostrado que las plantas transgénicas que sobreexpresaron los genes PUB22 
y PUB23 (genes codificadores de ligasas de ubiquitina) incrementaron su 
sensibilidad tras el estrés por sequía, indicando que PUB22 y PUB23 funcionaron 
como reguladores negativos en respuesta al estrés hídrico (Cho et al., 2008). Por 
otro lado, Min et al. (2016) reportaron que la expresión constitutiva del gen U-box 
ligase de Capsicum annuum (Ubi:CaPUB1)   en Oryza sativa incrementó la 
tolerancia al estrés por frío. 
 
 
Otro  de  los  grupos  de  DEGs  expresados  exclusivamente  en  la  variedad 
tolerante de Solanum tuberosum subsp. andigena fueron: 
 
 
- Genes relacionados a la pared y membrana celular 
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Uno de los grupos de DEGs exclusivos relacionados a la pared celular fueron 
los xiloglucano b-transglucosilasas/hidrolasas, los cuales juegan un rol 
importante en la modulación de la biogénesis de la pared celular y la 
sobreexpresión de este gen ha sido asociada a la adaptación de Arabidopsis 
thaliana y Oryza sativa a bajas temperaturas (Bray, 2004; Dong et al., 2011). 
 
 
Otro grupo de DEGs exclusivos estuvo conformado por las proteínas de 
transferencia   de   lípidos   (lipid   transfer   proteins,   LTP)   contribuyen   en   la 
transferencia de fosfolípidos entre las membranas  y también  pueden  unir las 
cadenas acilo, están involucradas en la biogénesis de la membrana y regulación 
de los ácidos grasos (Kader, 1996). Se ha sugerido que los LTP están implicados 
en la formación de la cutina y en la adaptación de las plantas a diversas 
condiciones ambientales, incluido el estrés por frío (Moraes de Freitas  et al., 
2016). Se ha demostrado en Arabidopsis que la sobreexpresión de LTP3 aumentó 
la tolerancia a la congelación (Guo et al., 2013). 
 
 
La beta-glucosidasa es una enzima asociada a la membrana y permite la 
conversión de la celobiosa a glucosa durante la hidrólisis de la celulosa (Knight & 
Knight, 2012). A pesar de ser una enzima poco estudiada en estrés abiótico, 
Thorlby et al, (2004) señalaron que líneas transgénicas de Arabidopsis, sensibles 
a bajas temperaturas, presentaron tolerancia a helada cuando la enzima beta- 
glucosidasa fue inducida. 
 
 
- Enzimas hidrolíticas 
 
Las poligalacturonasas son enzimas hidrolíticas involucradas en numerosos 
programas de desarrollo que involucran modificaciones de la pared celular 
(Cosgrove, 2000). Las pectinesterasas catalizan la desacetilación de la pectina, 
compuesto principal de las paredes celulares y contribuyen en la reología de las 
pectinas junto con las poligalacturonasas (Zablackis et al., 1995). La celulosa 
sintasa está relacionada con el crecimiento  y la reestructuración de la  pared 
celular  (Cosgrove,  2005).  El  estrés  por  frío  tiene  un  drástico  efecto  en  la 
regulación de los genes que codifican la celulosa sintasa. Zhong et al. (2012), 
reportó sobreexpresión de estos genes en un genotipo de arroz tolerante al frío, 
después  de  48  horas  de  exposición  al  frío.  Sin  embargo,  Zhu  et  al.  (2013
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reportaron regulación negativa de estos genes en un genotipo de algodón, tras el 
tratamiento de frío. 
 
 
- Enzimas antioxidantes 
 
El estrés inducido por frío provoca la producción y acumulación de ROS como los 
radicales superóxidos, iones de oxígeno, peróxido de hidrógeno, radicales 
hidroxilos entre otros, provocando daño oxidativo en biomoléculas como las 
proteínas, DNA y lípidos (Jaleel et al., 2007; Suzuki et al., 2012). Un estudio 
previo reveló que muchas enzimas (peroxidasa, catalasa, glutatión S-transferasa, 
glutatión peroxidasa, polifenol oxidasa, glutaredoxina, entre otros) involucradas en 
el secuestro de ROS, se indujeron bajo el estrés por frío (Cheng et al., 2007). 
 
 
La transducción de señal empieza con la percepción de la señal y producción de 
mensajeros secundarios como el calcio, especies reactivas de oxígeno (Reactive 
Oxygen  Species,  ROS)  y  otros,  los  cuales  modulan  los  niveles  de  calcio 
intracelular (Ca2+). Esta alteración es detectada por proteínas que son capaces de 
unirse al Ca2+ como la calmodulina, activando una cascada de 
fosforilaciones/defosforilaciones dirigidas a proteínas implicadas en la protección 
celular o a los factores de transcripción que controlan los genes de respuesta a 
estrés (Xiong et al., 2002). 
 
 
Guo  et  al.  (2006)  reportaron  que  el  estrés  por  frío,  aumentó  la  actividad 
enzimática de la catalasa, el ascorbato peroxidasa y el superóxido dismutasa en 
un  cultivar  de  arroz  tolerante,   mientras   que  disminuyeron  en  el  cultivar 
susceptible. Fu et al. (2016) compararon el perfil de expresión génica por RNA- 
seq de dos genotipos de Elymus nutans Griseb (especie forrajera de China) con 
respuesta contrastante al estrés por frío. Los autores reportaron elevada 
acumulación de especies reactivas de oxígeno (ROS) tras el estrés por frío y 
menor actividad de enzimas antioxidantes en la variedad susceptible comparada 
con la variedad tolerante, lo cual podría contribuir a un menor daño oxidativo en la 
variedad   tolerante.   En   este   trabajo   se   encontraron   3   DEGs   comunes, 
codificadores de enzimas con actividad oxidorreductasa, sin embargo, la mayor 
cantidad  de  DEGs  asociados  a  este  tipo  de  enzimas  se  reportaron  como 
reprimidas en la variedad susceptible o como exclusivas de la variedad tolerante, 
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por lo tanto, considerándoles un grupo de genes importantes en la tolerancia al 
estrés por helada. 
 
 
- Proteínas de choque térmico 
 
Además, encontramos un grupo de proteínas relacionadas al frío: proteínas 
reguladas por el frío (cold-regulated, COR) y proteínas de choque térmico (heat 
shock proteins, HSP), que están involucradas en el proceso de respuesta a la 
baja temperatura. Los factores o proteínas de choque térmico (Heat shock factor, 
HSF o Heat shock protein, HSP) aumentan su expresión cuando las células están 
expuestas a variaciones de temperatura o a otras tensiones ambientales y 
funcionan como chaperonas intracelulares (Heidarvand & Amiri, 2010). HSF y 
HSP20 fueron sobreexpresados específicamente en la variedad tolerante de 
Solanum tuberosum subsp. andigena, en contraste con la variedad susceptible, 
resultados que coinciden con los reportados por Lucau-Danila et al., 2010. Esta 
expresión en la variedad tolerante, contribuiría en la estabilización de la 
conformación proteica, fortaleciendo su capacidad de tolerancia al frío. 
 
 
- Factores de transcripción 
 
La familia de proteínas de auxinas ácido indolacético (Aux/IAA) son conocidas por 
regular la expresión génica en la transducción de señales de auxina (Luo et al., 
2018). Sin embargo, existen pocos reportes sobre la acción de estas familias tras 
estrés abiótico (Shani et al., 2017). En este trabajo la familia Aux/IAA fue la familia 
con mayor número de factores de transcripción expresados exclusivamente en la 












1.  La técnica de RNA-seq permitió evaluar los perfiles de expresión génica en 
hojas de papa de dos variedades de papas nativas de Solanum tuberosum 
subsp. andigena tras la exposición al estrés por helada. 
 
 
2.  La variedad tolerante “Yana Manwa” activó un mayor número de genes 
frente a la variedad susceptible “Yuraq Gaspar” de Solanum tuberosum 
subsp. andigena en respuesta al estrés por helada. 
 
 
3. Ambas    variedades    de    Solanum   tuberosum    subsp.    andigena 
sobreexpresaron genes similares implicados en la organización estructural 
de la pared y membrana celular, metabolismo de carbohidratos y 
metabolismo de lípidos, en respuesta al estrés por helada. 
 
 
4.  Los  genes  con  actividad  antioxidante,  proteínas  de  choque  térmico,  y 
factores   de   transcripción   (familia   Aux/IAA)   constituyen   los   genes 











-    Realizar la validación de la expresión génica  de los  genes candidatos  de 
tolerancia de Solanum tuberosum subsp. andigena al estrés por helada 
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ANEXO 1. EXTRACCIÓN DE RNA A PARTIR DE HOJAS 
 
1. Lisis de células. 
 
- Romper el tejido con nitrógeno líquido. 
 
- Colocar 1 mL de TRI REAGENT (Sigma T9424) 
 
- Centrifugar la solución homogenizada a 12 000 g por 10 minutos a 4°C para 
remover el material insoluble. 
-  Transferir  el  sobrenadante  a  un  tubo  de  centrífuga  y  dejar  a  temperatura 
ambiente por 5 minutos. 
 
 
2. Fase de separación 
 
- Adicionar 0.2 mL de cloroformo y mediante un shaker homogenizar por 15 
segundos. 
- Dejar la solución a temperatura ambiente por 10 minutos y centrifugar a 12 000 g 
por 15 minutos a 4°C. 
- Transferir la fase superior acuosa sin color (RNA) a un nuevo tubo eppendorf (la 
interfase concierne al DNA y la parte inferior a las proteínas). 
 
 
3. Precipitación de RNA 
 
- Adicionar 500 µL de isopropanol, mezclar y dejar a temperatura ambiente por 10 
minutos. 
- Centrifugar (12 000 g, 10 min, 4°C) y lavar el pellet de RNA adicionando 1 mL de 
 
Etanol al 75%. (Vortexear y centrifugar a 12 000, 5 min, 4°C) 
 




4. Solubilización de RNA 
 
- Adicionar 50 µL de agua libre de nuclease al pellet de RNA 
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ANEXO  2.  DEGs  exclusivos  sobreexpresados  en  la  variedad  tolerante  de 
 






















2 U-box ligase PGSC0003DMG400032232 5.92018 
3 Nodulin PGSC0003DMG400029744 5.36215 
4 TSI-1 protein PGSC0003DMG400001550 4.82016 
5 Polygalacturonase PGSC0003DMG400021630 4.73224 




thaliana heat shock 





8 SAUR family protein PGSC0003DMG400001274 4.52549 
9 Extensin PGSC0003DMG400000776 4.51696 
 





11 ATP-binding PGSC0003DMG400016797 4.46983 
12 Protein binding PGSC0003DMG400023511 4.42096 
13 Proteinase inhibitor IIa PGSC0003DMG400030593 4.27216 
14 Cytochrome P450 PGSC0003DMG400007565 4.20528 
 





16 Spotted leaf protein PGSC0003DMG400014732 4.00233 
17 Nectarin 5 PGSC0003DMG400021178 3.96617 
 





19 Hemoglobin PGSC0003DMG400030927 3.95033 
20 Beta-expansin 3 PGSC0003DMG400021682 3.93851 
21 Cytochrome P450 92B1 PGSC0003DMG400018064 3.88136 
22 ATP binding protein PGSC0003DMG400028986 3.86766 
23 ATP-binding PGSC0003DMG400016797 3.85769 
24 Basic blue copper protein PGSC0003DMG400023751 3.77563 
 





26 Sucrose synthase PGSC0003DMG400031046 3.68546 
27 Plastid-targeted protein 2 PGSC0003DMG400030843 3.68443 
28 Lemir PGSC0003DMG400015219 3.65082 
 





30 Cysteine protease 14 PGSC0003DMG400029400 3.64343 
 












33 Cysteine protease 14 PGSC0003DMG400009921 3.58138 








36 OJ991214 12.16 protein PGSC0003DMG400007602 3.48014 
37 ATERF-2/ATERF2/ERF2 PGSC0003DMG400026260 3.46989 
 











40 Nectarin 5 PGSC0003DMG400021216 3.39982 
 












43 Acireductone dioxygenase PGSC0003DMG400016067 3.37518 
 





45 Nucleic acid binding protein PGSC0003DMG400025474 3.3561 
46 Phospholipase A1 PGSC0003DMG400010221 3.3511 
47 Vetispiradiene synthase 1 PGSC0003DMG400018245 3.3474 
48 Class IV chitinase PGSC0003DMG400025063 3.32531 








51 Primary amine oxidase PGSC0003DMG400030082 3.27851 
52 Cytochrome P450 A PGSC0003DMG400015185 3.27514 
53 Pectinesterase PGSC0003DMG403024767 3.27377 
54 NAC domain protein PGSC0003DMG400001223 3.26162 










57 Beta-phellandrene synthase PGSC0003DMG400034278 3.23862 
 












60 Patellin-4 PGSC0003DMG400021106 3.169 
61 Major latex PGSC0003DMG400008485 3.15471 
 

















65 TSI-1 protein PGSC0003DMG400029341 3.11166 











68 Alcohol dehydrogenase 3 PGSC0003DMG400030771 3.0682 
69 Gene of unknown function PGSC0003DMG400010759 3.03415 
70 Rhicadhesin receptor PGSC0003DMG400024569 3.03083 
 











73 Wound induced protein PGSC0003DMG400018397 2.9999 
74 ASR3 PGSC0003DMG400024569 2.9991 
75 Dicyanin PGSC0003DMG400030918 2.97897 
76 Glutaredoxin family protein PGSC0003DMG400016572 2.97232 
77 Laccase PGSC0003DMG400020355 2.94802 
 





79 NbPCL1 protein PGSC0003DMG400002144 2.93116 
 





81 Plant cell wall protein SITFR88 PGSC0003DMG400020886 2.91214 
 
82 Vacuolar protein sorting- 











84 Acetylglucosaminyltransferase PGSC0003DMG400007331 2.88391 
85 Beta-galactosidase PGSC0003DMG400004842 2.88048 
86 Unknown - 2.87019 
 





88 Monothiol glutaredoxin-S2 PGSC0003DMG400010767 2.83713 
89 Lysine/histidine transporter PGSC0003DMG400000818 2.83673 
90 Sucrose synthase PGSC0003DMG400016730 2.83164 
91 Ethylene receptor PGSC0003DMG400017186 2.82989 
92 Cytochrome P450 PGSC0003DMG400012669 2.79887 
93 Endo-1,4-beta-glucanase PGSC0003DMG400003774 2.79636 
94 Glycosyltransferase PGSC0003DMG400015709 2.78953 
95 ZPT2-13 PGSC0003DMG400015558 2.7826 
96 Ferritin PGSC0003DMG400029195 2.78258 
 





98 Membrane protein PGSC0003DMG400006137 2.75448 
 











101 P450 mono-oxygenase PGSC0003DMG400003345 2.72866 
 






















106 Beta-galactosidase PGSC0003DMG400015211 2.69922 
107 Lysine/histidine transporter PGSC0003DMG400011690 2.69343 
108 Octicosapeptide/Phox/Bem1p PGSC0003DMG400027075 2.69184 
109 Glutathione S-transferase PGSC0003DMG400002163 2.68913 
110 Cytochrome P72A57 PGSC0003DMG400017314 2.68859 
111 Serine-threonine protein kinase PGSC0003DMG400016015 2.66437 
112 ACRE 132 PGSC0003DMG400047336 2.6619 
113 Epoxide hydrolase PGSC0003DMG400031790 2.65569 
114 Auxin response factor 5 PGSC0003DMG400003771 2.64783 
115 Peptide transporter PGSC0003DMG400024120 2.62753 
116 Phytosulfokine peptide PGSC0003DMG400021407 2.62126 
117 Glutaredoxin PGSC0003DMG400010764 2.61921 
 























122 Invertase PGSC0003DMG400013553 2.57618 
123 Ubiquitin PGSC0003DMG400012141 2.57186 
124 Unknown - 2.57177 
125 Extensin PGSC0003DMG400006027 2.56603 
126 GAST1 protein PGSC0003DMG400007621 2.55526 
 





128 Gene of unknown function PGSC0003DMG400015617 2.54043 
 






130 Retroelement pol polyprotein PGSC0003DMG400015768 2.53432 
 











133 MLO1 PGSC0003DMG400030134 2.49527 
134 Ocs element-binding factor PGSC0003DMG400001387 2.48701 
135 Gonadotropin beta chain PGSC0003DMG400024474 2.48163 
136 Calmodulin-binding protein PGSC0003DMG400005390 2.46178 
 





138 Calmodulin PGSC0003DMG400033565 2.44884 
 








140 ARPC2B PGSC0003DMG400017199 2.4449 
141 ATP binding protein PGSC0003DMG400028801 2.43776 
 






143 Hsp20 PGSC0003DMG400008713 2.39256 
144 Acyl-carrier-protein] desaturase PGSC0003DMG400044730 2.3756 
145 Protein LURP1 PGSC0003DMG40002314 2.37322 
 





147 Peroxidase 4 PGSC0003DMG400025084 2.34652 
148 Endo-alpha-1,4-glucanase PGSC0003DMG402005942 2.34646 
149 PME inhibitor PGSC0003DMG400012019 2.34591 
150 Transactivator factor PGSC0003DMG400018905 2.31486 
151 Gene of unknown function PGSC0003DMG400025429 2.30596 
152 Auxin-induced protein AUX22 PGSC0003DMG400002636 2.30072 
 





154 Pseudouridine synthase PGSC0003DMG400031535 2.29653 
155 NtPRp27 PGSC0003DMG400006276 2.29089 
156 CMPG1b PGSC0003DMG400022775 2.2876 
157 Avr9/Cf-9 induced kinase 1 PGSC0003DMG400002327 2.28577 
158 Zinc finger protein PGSC0003DMG400006951 2.28244 
159 Chitinase PGSC0003DMG400008673 2.27788 
160 Unknown  2.27159 
 





162 Glutaredoxin PGSC0003DMG400016032 2.26155 
163 Serine/threonine-protein kinase PGSC0003DMG400017337 2.24068 
164 Protein serine/threonine kinase PGSC0003DMG400022391 2.23046 
165 Auxin-responsive protein IAA16 PGSC0003DMG400005327 2.2269 
166 Arabinogalactan-protein PGSC0003DMG400017756 2.21296 
167 Polygalacturonase PGSC0003DMG400008492 2.20279 
 





169 Harpin-induced family protein PGSC0003DMG400005898 2.19579 
170 Ring finger protein PGSC0003DMG400009405 2.19423 
171 Germin 12 PGSC0003DMG400013096 2.17794 
172 Gene of unknown function PGSC0003DMG400004576 2.17297 
173 Thaumatin PGSC0003DMG400004259 2.17136 
174 Fatty acid desaturase PGSC0003DMG400028650 2.16307 
175 Gene of unknown function PGSC0003DMG400031309 2.14962 
 












178 DNA binding protein PGSC0003DMG400000824 2.1415 

















182 Gene of unknown function PGSC0003DMG402004013 2.11083 
 
183 













185 Acetylcholinesterase PGSC0003DMG400009611 2.10171 
 





187 Transcription factor TSRF1 PGSC0003DMG400017231 2.09629 
 





















192 ORF 137 PGSC0003DMG400039021 2.07217 
 





194 NAC domain protein PGSC0003DMG400019092 2.06059 
195 Multicopper oxidase PGSC0003DMG400010025 2.05834 
 

















199 NAC domain protein PGSC0003DMG400039898 2.0429 
 





201 Caspase PGSC0003DMG400012553 2.0328 
202 SP1L PGSC0003DMG400012325 2.03108 
203 Fragment PGSC0003DMG400003789 2.0282 
204 Zinc finger protein PGSC0003DMG401014997 2.0269 
205 Cold regulated protein 27 PGSC0003DMG400006224 2.01394 
 









ANEXO 3. Distribución de las especies más representadas, a partir de los 
resultados generados por homología de secuencias de los genes para la variedad 
tolerante “Yana Manwa” (A) y susceptible “Yuraq Gaspar” de Solanum tuberosum 
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